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Stres je fiziološki in vedenjski prilagoditveni odziv telesa na različne stresorje. Če je stresni 
odziv kratkotrajen oz. akutni, je ta koristen, saj omogoča vzdrževanje stabilnega notranjega 
okolja ter pri zdravih posameznikih ne predstavlja bremena za zdravje. Nasprotno pa večkratna 
ali neprekinjena izpostavljenost stresorjem vodi v razvoj kroničnega stresnega odziva in 
posledično nizkostopenjskega kroničnega vnetja. Le-to lahko povzroči razvoj različnih 
kroničnih bolezenskih stanj kot so kardiovaskularne bolezni, sladkorna bolezen, rakava obolenja 
in druge. Eden izmed dejavnikov tveganja za razvoj omenjenih stanj je poklicni stres. Slednjemu 
so zaradi izmenskega dela in dolgih delavnikov v primerjavi z drugimi poklici, še posebej 
podvrženi reševalci. Namen magistrske naloge je bil ugotoviti ali so reševalci različno 
izpostavljeni kroničnemu stresu med delovnima izmenama in dela prostim dnevom ter ali so 
bolj podvrženi stresu kot ostala zdrava populacija. 
Izpostavljenost kroničnemu stresu smo z merjenjem biokemičnih označevalcev določali pri 43 
reševalcih zaposlenih na Reševalni postaji Ljubljana. Pri le-teh smo vzorce zbirali na začetku in 
koncu dnevne izmene, pred in po nočni izmeni ter zjutraj in zvečer med prostim dnevom. Z 
merjenjem kortizola, IL-6, IL-8 in IL-10 smo spremljali razvoj kroničnega stresnega odziva ter 
ločevali med fazami prehoda akutnega v kronični stresni odziv, nasprotno pa smo z določanjem 
VEGF-A spremljali predvsem posledice kroničnega stresa. Pri kortizolu, IL-8 in IL-10 smo 
dokazali, da se nočna izmena statistično značilno razlikuje od dnevne izmene in prostega dneva, 
medtem ko razlike med dnevno izmeno in prostim dnevom nismo mogli dokazati pri nobenem 
označevalcu. Poleg tega smo dokazali, da se mediana meritev kortizola, IL-6, IL-8 in IL-10 pri 
reševalcih razlikuje od mediane primerljive populacije. Ugotovili smo, da so reševalci stresu 
bolj izpostavljeni med nočno izmeno v primerjavi z dnevno izmeno in prostim dnevom, saj so 
med nočnim delom podvrženi večjemu številu stresorjev. Prav tako smo pokazali, da so 
reševalci bolj podvrženi stresu od primerljive populacije.  
Zaključili smo, da so kortizol in citokini primerni označevalci razvoja kroničnega stresnega 
odziva in z njim povezanih bolezenskih stanj, medtem ko je VEGF-A potencialni kazalec 
posledic stresa, saj so potrebne nadaljnje raziskave njegove vloge v stresnih stanjih.  
 
Ključne besede: kronični stres, reševalci, kortizol, citokini, žilni endotelijski rastni dejavnik A  
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ABSTRACT 
Stress is the physiological and behavioral adaptive response of the body to various stressors. If 
the stress response is short-lived or. acute, it is beneficial, because it allows the maintenance of 
a stable internal environment and does not pose a health burden in healthy individuals. 
Conversely, repeated or continuous exposure to stressors leads to the development of a chronic 
stress response and consequently low-grade chronic inflammation. This can lead to the 
development of various chronic conditions such as cardiovascular disease, diabetes, cancer, and 
others. One of the risk factors for developing these conditions is occupational stress. Paramedics 
are especially prone to this, as they are more exposed to stressors than some other professions 
due to longer working hours and shift work. The purpose of the master's thesis was to determine 
whether paramedics are differently exposed to chronic stress during work shifts and non-
working days and whether they are more susceptible to stress than the rest of the healthy 
population. 
Exposure to chronic stress was determined by measuring biochemical markers in 43 paramedics 
employed at the Ljubljana Rescue Station. In these, samples were collected at the beginning and 
end of the day shift, before and after the night shift, and in the morning and evening during the 
day off. By measuring cortisol, IL-6, IL-8, and IL-10, we monitored the development of the 
chronic stress response and distinguished between the phases of the transition from acute to 
chronic stress response, while we monitored the consequences of chronic stress by determining 
VEGF-A. For cortisol, IL-8 to IL-10, we demonstrated that exposure to stress in the night shift 
was statistically significantly different from the day shift and the day off, however, the 
difference between the daily shift and the day off could not be demonstrated with any marker. 
In addition, we showed that the median of measurement of cortisol, IL-6, IL-8, and IL-10 differs 
from the median of a comparable population. We found that rescuers are more exposed to stress 
during the night shift compared to the day shift and the day off, as night work is subject to a 
greater number of stressors. We also showed that rescuers are more susceptible to stress than 
comparable population. We concluded that cortisol and cytokines are appropriate markers of the 
development of a chronic stress response and related disease states, while VEGF-A is a potential 
indicator of the effects of stress, so further research into its roles in stress states is needed. 




11-β-HSD 11-β-hidroksisteroid dehidrogenaza  
ACTH adrenokortikotropni hormon 
ADH antidiuretski hormon 
AŽS avtonomni živčni sistem (angl. autonomic nervous system) 
CBG kortikosteroide vezujoči globulin  
CLIA 
kemiluminescenčna imunokemijska metoda (angl. chemiluminescence 
immunoassay) 
GR glukokortikoidni receptor (angl. glucocorticoid receptor) 
CRH kortikoliberin 
CVD kardiovaskularne bolezni (angl. cardiovascular disease) 
ECLIA 
elektrokemiluminescenčna imunokemijska metoda (angl. 
electrochemiluminescence immunoassay) 
EIA encimska imunokemična metoda (angl. enzyme immunoassay) 
ELISA 
Encimska imunoadsorpcijska metoda (angl. enzyme-linked immunosorbent 
assay) 
FIA imunoflourescenčna metoda (angl. fluorescence immunoassay) 
HPA-os 
os hipotalamus-hipofiza-nadledvična žleza (angl. hypothalamic–pituitary–adrenal 
axis)  
HRP encim hrenova peroksidaza 
IFN-γ interferon γ 
IL-10 interlevkin 10  
IL-1β interlevkin 1β  
IL-2 interlevkin 2  
IL-4 interlevkin 4  
IL-6 interlevkin 6  
IL-8 interlevkin 8 
LC-MS/MS tekočinska kromatografija sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo  
MR mineralokortikoidni receptor 
Pt protitelo 
VII 
RIA radioaktivna imunokemična metoda (angl. radioimmunoassay) 
SŽS simpatični živčni sistem  
TNF-α tumor nekrotizirajoči faktor α 
VEGF žilni endotelijski rastni dejavnik 
 
SEZNAM SIMBOLOV 
t1 začetek delovne izmene oz. prostega dneva 
t2 konec delovne izmene oz. prostega dneva 
x̄ povprečna vrednost 
CV koeficient variacije 
SD standardna deviacija 
IQR interkvartilni razmik 
Q1 prvi kvartil 
Q3 tretji kvartil 
α meja statistične značilnosti 
N velikost vzorca 
  




Človek je vsakodnevno izpostavljen stresu, katerega povzročajo dejansko ali potencialno 
ogrožajoče spremembe v okolju ali v organizmu oz. stresorji, ki so lahko psihogeni ali 
nevrogeni. Psihogeni stresorji so izključno psihološkega izvora (npr. smrt ljubljene osebe), 
medtem ko so nevrogeni posledica fizičnih dražljajev (npr. poškodba ali okužba). Na stresorje 
se organizem odzove s fiziološkimi in vedenjskimi prilagoditvenimi mehanizmi. Le-ti 
sestavljajo stresni odziv, kjer pride do sproščanja kemičnih mediatorjev, ki so pomembni za 
vzdrževanje stabilnega notranjega okolja (1). Pri stresnem odzivu imajo ključno vlogo možgani, 
kateri preko senzoričnih informacij, ki jih posredujejo čutila, zaznajo dejansko in potencialno 
ogrožajoče spremembe okolice in določajo fiziološke in vedenjske odzive. Spremembe v 
strukturi in delovanju možganov zaradi predhodne izpostavljenosti stresorjem določajo, kako se 
bo posameznik z njimi spopadel v novih situacijah. Vendar pa se je pri tem potrebno zavedati, 
da na stresni odziv vplivajo tudi vrsta, število in trajanje stresorja ter geni, travmatične izkušnje 
v otroštvu in življenjske navade posameznika, kot so ritem spanja, zloraba substanc, kajenje in 
prehrana (2). 
Sposobnost organizma, da se s pomočjo različnih mediatorjev prilagodi cirkadianim in 
sezonskim ritmom ter stresorjem, imenujemo alostaza. Gre za aktivni proces zagotavljanja 
stabilnosti sistema, kjer pride do sproščanja primarnih alostatskih mediatorjev, kot so hormoni 
in citokini, kar vodi v t. i. alostatsko stanje. Slednje nadzoruje alostatski sistem, katerega glavni 
komponenti sta os hipotalamus-hipofiza-nadledvična žleza (HPA-os) in avtonomni živčni 
sistem (AŽS). Alostatski sistem uravnava vklop ali izklop fizioloških in stresnih prilagoditvenih 
mehanizmov glede na zahteve okolja. Posledica tega je energetsko izčrpavanje organizma, kar 
vodi v alostatsko obremenitev, ki do določene mere omogoča prilagoditev organizma na 
fiziološke ritme in kratkotrajno delujoče oz. akutne stresorje. Če pa je organizem izpostavljen 
dlje časa delujočim oz. kroničnim stresorjem, pa pride do alostatske preobremenitve, katera vodi 
v razvoj patofizioloških stanj (Slika 1) (2).  
















1.2 AKUTNI STRESNI ODZIV  
Na različne akutne stresorje se organizem odzove s spremenjenim sproščanjem citokinov in 
stresnih hormonov, kot sta adrenalin in kortizol (3). Te spremembe nadzorujejo regulatorni 
sistemi, med katerimi sta najpomembnejša HPA-os in AŽS. Odziv AŽS se razvije v nekaj 
sekundah in se v nekaj minutah po prenehanju delovanja stresorja zmanjša, medtem ko se HPA-
os aktivira v 10–20 minutah ter ostane aktivna tudi več ur po delovanju stresorja (4).  
1.2.1 AVTONOMNI ŽIVČNI SISTEM IN ADRENALINSKI STRESNI ODZIV 
AŽS delimo na parasimpatični in simpatični živčni sistem (SŽS). Gre za dve anatomsko in 
funkcijsko ločeni strukturi, ki imata nasprotne učinke na tarčne organe in določata njihovo 
aktivnost glede na spremembe v okolju. V stresnih stanjih ima pomembnejšo vlogo SŽS, saj 
nadzoruje odziv "boj ali beg" in omogoči, da se organizem izogne ali upre stresu. SŽS aktivirajo 
stresorji s stimulacijo možganskega debla in/ali limbičnega sistema, ki ima ključno vlogo pri 
čustvenih odzivih in dojemanju stresa. Nato pride do direktne ali indirektne stimulacije 
hipotalamusa, ki aktiva simpatična živčna vlakna v hrbtenjači. Od tam živčni signali potujejo 
do sredice nadledvične žleze ter povzročijo sproščanje noradrenalina in večjih količin adrenalina 
(5). Le-ta se veže na alfa in beta adrenergične receptorje v SŽS in sproži adrenalinski stresni 
odziv, ki povzroči naslednje učinke:  
Slika 1: Alostatski odzivi na stresorje. Možgani zaznajo stresor in aktivirajo vedenjske in fiziološke 
prilagoditvene odzive, na katere vplivajo tudi individualne razlike posameznika. npr. genski 
polimorfizmi. Prilagoditveni odzivi sestavljajo alostatski odziv, ki omogoča prilagoditev organizma in 
prispeva k alostatski obremenitvi, katera dolgoročno vodi v alostatsko preobremenitev in razvoj 
bolezenskih stanj. Povzeto in prirejeno po (2). 
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- Kardiovaskularni učinki: povečata se frekvenca in utripni volumen srčne mišice; poveča se 
sekrecija renina iz ledvic in posledično arterijski krvni tlak; z relaksacijo gladkih mišic v 
pljučih se poveča nivo kisika v krvi; specifična arteriolokonstrikcija pa povzroči povečan 
pretok krvi skozi mišice, srce in možgane ter zmanjša pretok skozi druga za odziv "boj ali 
beg" manj pomembna tkiva.  
- Presnovni učinki: zmanjša se motiliteta prebavnega traka; sproščajo se energetske zaloge 
(glikogenoliza, glukoneogeneza, lipoliza); zmanjša se sproščanje inzulina in glukagona iz 
trebušne slinavke (4). 
1.2.2 OS HIPOTALAMUS-HIPOFIZA-NADLEDVIČNA ŽLEZA IN KORTIZOLSKI 
STRESNI ODZIV 
Tako kot pri AŽS je za stimulacijo HPA-osi najprej potreben stresni signal iz možganskega 
debla in/ali limbičnega sistema, kar povzroči aktivacijo paraventrikularnega jedra v 
hipotalamusu (5), kjer pride do sproščanja kortikoliberina (CRH) in antidiuretičnega hormona 
(ADH). Oba hormona v adenohipofizi vzpodbujata sintezo in izločanje adrenokortikotropnega 
hormona (ACTH). Le-ta v nadledvični žlezi povzroči sintezo glukokortikoidov iz holesterola in 
njihovo sproščanje v kri. Najpomembnejši predstavnik glukokortikoidov pri ljudeh je kortizol 
(6). Slednji je v krvi v 95 % vezan na plazemske proteine, kot sta na kortikosteroide vezujoči 
globulin oz. transkortin (CBG) in albumin, vendar je biološko aktiven le nevezan prosti kortizol. 
Ta se veže na mineralokortikoidne (MR) in glukokortikoidne receptorje (GR) v notranjosti 
tarčnih celic. Nastali kompleks se veže na promotorsko zaporedje določenih genov in tako 
skupaj z drugimi transkripcijskimi dejavniki  vpliva na izražanje proteinov in določa kortizolski 
stresni odziv (7). Ta podpira v prejšnjem poglavju naštete kardiovaskularne in presnovne 
funkcije adrenalinskega odziva (4).  Poleg tega ima kortizol imunosupresivne in protivnetne 
učinke, saj zmanjša število limfocitov, monocitov, eozinofilcev, poveča število nevtrofilcev v 
krvi ter zmanjša migracijo fagocitov na mesto vnetja. Na celični ravni zavira funkcije vnetnih 
celic in njihovo medsebojno interakcijo, saj inhibira sproščanje provnetnih citokinov (7). 
Učinek kortizola je odvisen od razmerja med vezanim in prostim kortizolom, števila in tipa 
receptorjev v posameznem tkivu ter aktivnosti izoencimskega kompleksa 11-β-hidroksisteroid 
dehidrogenaza (11-β-HSD). 11-β-HSD tip 1 pretvarja neaktivno obliko kortizon v aktivni 
kortizol. Izraža se predvsem v metabolno pomembnih tkivih, kot so jetra, maščobno tkivo in  
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Slika 2: Delovanje in regulacija HPA-osi. Na sliki polne puščice prikazujejo stimulatorne učinke, 
medtem ko črtkane predstavljajo inhibitorne učinke. Prirejeno in povzeto po (10). 
skeletne mišice, kjer se kortizol veže predvsem na GR. 11-β-HSD tip 2 pa katalizira ravno 
obratno reakcijo, do katere prihaja predvsem v ledvicah in tarčnih tkivih aldosterona. Glavna 
funkcija 11-β-HSD2 je, da prepreči vezavo kortizola na MR ter omogoči učinke aldosterona, ki 
se v krvi nahaja v nižjih koncentracijah in se posledično težje veže na receptor (8). 
Nivo kortizola v krvi je strogo nadzorovan z različnimi regulatornimi mehanizmi. 
Najpomembnejši je mehanizem negativne povratne zanke, kjer je ključnega pomena razlika v 
afiniteti MR in GR do kortizola. Slednji se močneje in lažje veže na MR, kar je nujno za 
vzdrževanje normalne ravni kortizola. Kadar pa se koncentracija kortizola v krvi zviša, se le-ta 
veže na nizko afinitetne GR v hipotalamusu, hipofizi in delih limbičnega sistema. Posledica tega 
je inhibicija sproščanja CRH in ACTH, zato se zniža tudi koncentracija kortizola v krvi (6). 
Prav tako na delovanje in regulacijo HPA-osi vplivajo citokini (7), ki se v večjih količinah 
sproščajo v vnetnih stresnih okoliščinah, kot so vdori mikroorganizmov, opekline in krvavitve. 
Posledično pride do sproščanja provnetnih citokinov, kot so interlevkin 1β (IL-1β), interlevkin 
6 (IL-6) ter tumor nekrotizirajoči faktor α (TNF-α). Ti omogočijo nespecifično obrambo, saj 
povzročajo vročino, sintezo proteinov akutne faze v jetrih, diferenciacijo imunskih celic, 
glukoneogenezo, lipolizo, proteolizo in bolezensko vedenje. Prav tako se poveča sinteza 
protivnetnih citokinov, kot sta interlevkin 4 (IL-4) in interlevkin 10 (IL-10), ki do določene mere 
nadzorujejo provnetni citokinski odziv (9). Kljub temu je za preprečitev pretiranega 
citokinskega odziva potreben imunosupresivni in protivnetni učinek kortizola. Na sproščanje le-
tega poleg mehanizma negativne povratne zanke vplivajo tudi provnetni citokini, ki stimulirajo 
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1.3 KRONIČNI STRESNI ODZIV IN RAZVOJ BOLEZENSKIH STANJ 
Akutni kratkotrajni stresni odzivi pri mladih zdravih posameznikih so do določene mere 
prilagodljivi in običajno ne predstavljajo bremena za zdravje. Večkratna ali neprekinjena 
izpostavljenost akutnemu stresu pa zlasti pri starejših ali nezdravih posameznikih povzroči 
kronični stresni odziv (3). Le-ta preko stalne aktivacije AŽS in HPA-osi poveča sproščanje 
kateholaminov in kortizola ter vpliva na razmerje med provnetnimi in protivnetnimi citokini, 
kar vodi v razvoj različnih bolezenskih stanj. Prehod med akutnim stresnim odzivom v 
kroničnega opisujejo naslednje tri faze (Slika 3) (11):  
- Za prvo fazo so značilne povečane koncentracije kateholaminov in kortizola v krvi. Oba 
hormona vplivata na imunske celice, predvsem monocite, nevtrofilce, antigen 
predstavitvene celice in limfocite T. Pri slednjih povzročita porušitev razmerja med  
celicami pomagalkami Th1 in Th2 (3). Th1 s sproščanjem provnetnih citokinov interlevkina 
2 (IL-2), IL-6, TNF-α in interferona γ (IFN-γ) aktivirajo citotoksične limfocite T, naravne 
celice ubijalke in makrofage ter vzpodbujajo celični imunski odziv. Th2 pa s sproščanjem 
protivnetnih citokinov IL-4 in IL-10 vzpodbujajo humoralni imunski odziv in povečano 
sintezo protiteles. V prvi fazi kroničnega stresnega odziva se poveča aktivnost Th2, zato v 
tej fazi prevladujejo predvsem imunosupresivni in protivnetni učinki stresnih hormonov, 
predvsem kortizola (11). 
- V drugi fazi se koncentracija kortizola v krvi zmanjša, vendar še vedno ostane nad fiziološko 
mejo (12). Do tega pride pri daljši izpostavljenosti kroničnemu stresu zaradi izčrpanosti 
HPA-osi (11). Eden izmed vzrokov za zmanjšano aktivnost HPA-osi je zmanjšana sinteza  
in sproščanje CRH, ACTH ali kortizola, kar dolgoročno vodi v zmanjšano občutljivost GR 
v hipotalamusu, CRH receptorjev v hipofizi ter ACTH receptorjev nadledvične žleze. Prav 
tako na zmanjšano aktivnost HPA-osi vplivajo spremembe v količini biološko aktivne 
oblike, povečana občutljivost negativne povratne zanke na glukokortikoide in prisotnost 
sekretagoga (hormona, nevrotransmitorja, zdravila), ki preko negativne povratne zanke 
zmanjša sintezo kortizola. Poleg sprememb v aktivnosti HPA-osi v drugi fazi kroničnega 
stresnega odziva pride do razvoja rezistence GR in/ali MR na glukokortikoide, zato se 
zmanjša število receptorjev v tarčnih tkivih, in sicer tudi v celicah imunskega odziva. 
Posledično se znižajo imunosupresivni učinki kortizola, zato se poveča sinteza provnetnih  
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Slika 3: Faze kroničnega stresnega odziva. Na sliki zelene puščice predstavljajo zvišanje koncentracije 
in rdeče znižanje. Prirejeno in povzeto po (11). 
 
citokinov IL-1, IL-6, TNF-α in drugih (11). Le-ti še dodatno prek različnih mehanizmov 
vplivajo na aktivnost HPA-osi. Primer enega izmed mehanizmov je sprememba aktivnosti 
11-β-HSD. Provnetni citokini povečajo aktivnost 11-β-HSD1 v jetrih in odvisno od vrste 
tkiva zmanjšajo ali povečajo aktivnost 11-β-HSD2 v drugih tkivih, zato se lahko več 
aktivnega kortizola sintetizira v jetrih kot v nadledvični žlezi. To vodi v zmanjšano 
sproščanje ACTH zaradi mehanizma negativne povratne zanke in od HPA-osi bolj 
neodvisno sintezo kortizola (12). Vsi zgoraj opisani vplivi na HPA-os in rezistenca na GR 
dolgoročno vodijo v razvoj tretje faze kroničnega vnetja. 
- V tretji fazi se še dodatno poveča koncentracija provnetnih citokinov v krvi, zato pride do 
razvoja stalno prisotnega nizkostopenjskega vnetja (11). Le-to ima skupaj s kortizolom 
glavno vlogo v patofiziologiji multifaktorskih kroničnih bolezni, med katere sodijo 
kardiovaskularne bolezni (CVD), nevrodegenerativne bolezni (Alzheimerjeva bolezen, 
Parkinsonova bolezen), razpoloženjske motnje (depresija, anksioznost), sladkorna bolezen 
tipa 2, debelost, osteoporoza, nealkoholna zamaščenost jeter in rakava obolenja (rak dojke, 
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1.4 POKLICNI STRES PRI REŠEVALCIH 
Poklicni stres je neposredni dejavnik tveganja za razvoj različnih kroničnih bolezenskih stanj, 
med katerimi so kardiovaskularne bolezni glavni vzrok umrljivosti pri moških in ženskah v 
sodobnem času (14). Za zdravstvene delavce je značilno, da so v primerjavi z drugimi poklici 
bolj izpostavljeni poklicnemu stresu. Le-temu so še posebej podvrženi zdravstveni delavci, ki 
izvajajo nujno medicinsko dejavnost. Med slednje prištevamo tudi reševalce. Le-ti so 
izpostavljeni različnim kroničnim stresorjem, ki jih delimo v naslednji dve kategoriji: 
- Med kronične poklicne stresorje spadajo vsa tveganja, težave, konflikti in grožnje, s katerimi 
se reševalci srečujejo v vsakodnevnem delovnem okolju. Sem uvrščamo organizacijo dela, 
dolgi delovnik, odnose s sodelavci, zadovoljstvo s plačo in vpliv dejavnosti, ki niso vezane 
na delovno mesto, npr. družinsko življenje. Prav tako je potrebno upoštevati, da so reševalci 
stalno izpostavljeni potencialni nevarnosti avtomobilskih nesreč na delovnem mestu ter 
različnim okužbam (HIV, hepatitis B in C). 
- K stresnim dogodkom  prištevamo vse stresne situacije, katere povzročijo nenormalne 
močne čustvene odzive, ki onemogočijo normalno funkcioniranje reševalcev na kraju 
dogodka ali dlje časa po dogodku. Sem spadajo smrt sodelavca na delovnem mestu, 
poškodba ali smrt oskrbovanca ob nudenju ustrezne ali napačne nujne medicinske pomoči, 
dogodki z veliko zastopanostjo v medijih in zelo čustvene situacije, kot je npr. smrt otroka 
ali hude poškodbe oskrbovancev (15).  
Ti stresorji vplivajo na dolžino in kvaliteto življenja, saj je poklicni stres dejavnik tveganja za 
razvoj bolezenskih stanj, kot so kardiovaskularne bolezni, rak in poškodbe mišično-skeletnega 
sistema (14). Poleg tega lahko pride do psiholoških posledic, saj so reševalci zaradi stresnih 
dogodkov v primerjavi z ostalo populacijo še posebej nagnjeni k razvoju razpoloženjskih 
motenj, zlasti post travmatične stresne motnje (16). Prav tako lahko poklicni stres vpliva na 
vedenjske vzorce, kot so povečano uživanje alkohola, kajenje in nezdrave prehranske navade, 
ki so same po sebi dejavnik tveganja za razvoj že prej omenjenih bolezenskih stanj (14).  
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1.5 LABORATORIJSKI OZNAČEVALCI KRONIČNEGA STRESA 
Laboratorijski označevalci so celične, biokemijske in molekularne spremembe, katere lahko 
izmerimo v biološkem mediju, kot so tkiva, celice ali telesne tekočine. So kazalci fizioloških in 
patoloških procesov ter farmakoloških odzivov na zdravljenje (16). Laboratorijske označevalce 
kroničnega stresa razdelimo na klasične označevalce, povezane s stresnim odzivom, in tiste, ki 
so značilni za kronične bolezni zaradi izpostavljenosti stresu. Med klasične označevalce, s 
katerimi spremljamo spremembe AŽS, HPA-osi in imunskega sistema, sodijo stresni hormoni 
in mediatorji vnetja, medtem ko lahko vpliv na različne organske sisteme in razvoj bolezenskih 
stanj spremljamo z za različne bolezni značilnimi označevalci, npr. žilnim endotelijskim rastnim 
dejavnikom (VEGF) (18). 
1.5.1 KORTIZOL 
Kortizol je eden izmed glavnih označevalcev kroničnega stresa. Njegova koncentracija se zviša 
že v akutnem stresnem odzivu in omogoči prilagoditev telesa na stresor (19). Pri kroničnem 
stresnem odzivu pa koncentracija kortizola zaradi okvare negativne povratne zanke in rezistence 
receptorjev ostaja zvišana, kar vodi v različna kronična bolezenska stanja (11). Zato je kortizol 
ustrezen kazalec alostatske obremenitve in posledično prognostični in diagnostični 
laboratorijski označevalec bolezenskih stanj, ki so posledica stresa (19). Kljub temu se moramo 
zavedati, da kortizol ni specifičen označevalec kroničnega stresa, kar moramo upoštevati pri 
interpretaciji rezultatov. Zvišane koncentracije so značilne tudi za nekatera fiziološka in 
patofiziološka stanja, kot je Cushingov sindrom, nosečnost, debelost in sladkorna bolezen (8). 
Poleg tega na koncentracijo kortizola vplivajo življenjske navade posameznika, in sicer alkohol, 
kajenje, telesna aktivnost, prehrana in zdravila (2). Prav tako se moramo zavedati tudi omejitev, 
povezanih s samim določanjem kortizola. Predvsem pri vzorčenju je potrebno upoštevati vpliv 
cirkadianega ritma (19). Razlike v ritmu izločanja kortizola so visoke, zato je v enem dnevu 
priporočljivo opraviti več meritev kortizola v različnih časovnih intervalih. Po prebujanju se 
koncentracija poveča za 50 – 100 % do dnevnega maksimuma. Le-ta je pri zdravih osebah, ki 
se zbujajo v zgodnjih urah (med 5:00 in 8:00), dosežen v povprečju okoli 7:00, medtem ko je 
maksimalna koncentracija pri osebah, ki se zbujajo pozneje (med 8:30 in 12:00) dosežena v 
povprečju okoli 9:00 ure (20). Sledi nižanje koncentracije kortizola čez dan do dnevnega 
minimuma, kateri nastopi med 23:00 in 24:00 uro(Slika 4) (4).   












Cirkadiani ritem je tesno povezan s cikloma spanje – budnost in svetloba – tema, hkrati pa je 
odvisen tudi od posameznikove izpostavljenosti stresu. Na cirkadiani ritem vpliva tudi starost, 
saj se novorojenčki rodijo brez cirkadianega ritma in ga razvijejo v prvem letu življenja (21, 22) 
Nato pa naj bi se nivo kortizola v 20 – 30 letih zniževal, v 40 – 50 letih ostajal stabilen in nato 
med 50 – 60 letom začel zviševati, kar je posledica staranja in spremenjenega odziva telesa na 
stres (23). Prav tako na nivo kortizola lahko vpliva tudi spol, vendar podatki in sklepi o razlikah 
med populacijama v literaturi še vedno niso enotni (20). 
Najpogosteje kortizol za oceno kroničnega stresa določamo v serumu, 24-urnem urinu ali slini. 
V serumu lahko določamo biološko aktivni prosti ali celokupni kortizol, kjer upoštevamo tudi 
kortizol, vezan na proteine. V urinu pa večinoma zaznamo metabolite kortizola, ki se predhodno 
konjugirajo v jetrih. Meritve v krvi nam podajo informacijo o sproščanju kortizola med dnevom 
ter cirkadianem ritmu, medtem ko z meritvijo urina pridobimo podatke o sintezi v določenem 
časovnem intervalu. V primerjavi s krvjo je zbiranje in predpriprava vzorca za analizo 24- 
urnega urina bolj časovno potratna, poleg tega pa je večja verjetnost, da pride do kontaminacije 
med zbiranjem (8). Kot alternativa analizi krvi postaja zaradi manj invazivnega odvzema, večje 
stabilnosti ter lažjega shranjevanja in transporta vedno bolj popularna detekcija kortizola v slini 
(24), kjer merimo le prosto obliko. Le-ta dobro korelira z vrednostmi, izmerjenimi v serumu oz. 
plazmi, vendar lahko na koncentracijo v slini vpliva sprememba v količini plazemskih 
proteinov.  
Slika 4: Cirkadiani ritem kortizola. Prirejeno in povzeto po (4). 
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Zato lahko pride do napačne interpretacije rezultatov, čemur se lahko izognemo z merjenjem 
celokupne in proste koncentracije kortizola v serumu (8).  
Za merjenje kortizola v serumu, urinu in slini lahko uporabljamo različne analitične metode. 
Čeprav so kromatografske metode, kot je tekočinska kromatografija, sklopljena s tandemsko 
masno spektrometrijo (LC-MS/MS), bolj občutljive in specifične, se zaradi lažje izvedbe, 
možnosti avtomatizacije in nižje cene za določanje kortizola v rutini najpogosteje uporabljajo 
imunokemične metode (25). Le-te temeljijo na reakciji kortizola s specifičnim protitelesom (Pt) 
in se razlikujejo v načinu detekcije nastalega kompleksa. Slednjega lahko zaznamo z 
radioaktivnim izotopom (RIA), encimom (EIA), fluoroforom (FIA), kemiluminescenčno 
molekulo (CLIA) ali z detekcijo z elektrodo vzpodbujene kemiluminescenčne emisije (ECLIA) 
(8, 25, 26). V primerjavi z LC-MS/MS je pri imunokemičnih metodah vpliv matriksa vzorca 
večji. Prav tako lahko pride do navzkrižne reaktivnosti Pt. To pomeni, da se namesto kortizola 
na Pt vežejo druge strukturno podobne snovi v vzorcu, npr. kortizon, zato lahko izmerimo lažno 
zvišane koncentracije. Poleg tega se rezultati zaradi različne specifičnosti Pt za kortizol 
razlikujejo tudi med posameznimi imunokemičnimi metodami. Vse naštete metodološke vplive 
moramo upoštevati pri zbiranju, shranjevanju ter transportu vzorcev in izbiri metode, s katero 
bomo določali kortizol (25, 26) 
1.5.2 PROVNETNI IN PROTIVNETNI CITOKINI  
Za kronični stresni odziv je značilno porušeno razmerje med provnetnimi in protivnetnimi 
citokini. Z določanjem kombinacije tako provnetnih kot protivnetnih citokinov lahko 
razlikujemo med različnimi fazami kroničnega vnetja. Pri daljši izpostavljenosti kroničnemu 
stresu pride do povečane sinteze provnetnih in zmanjšane sinteze protivnetnih citokinov, kar 
vodi v kronično nizkostopenjsko sistemsko vnetje in razvoj multifaktorskih kroničnih bolezni 
(11). Pri tem se je potrebno zavedati, da je težko določiti točno diagnostično oz. kritično 
vrednost (angl. cutoff value), katera bi ločevala fiziološka stanja od patoloških, saj je za citokine 
značilna velika biološka variabilnost. Med drugim nanje vpliva fiziološko okolje, v katerem se 
nahajajo, zato lahko medsebojno primerjamo le koncentracije citokinov, ki so bile izmerjene v 
enakem biološkem materialu (27). 
Poznamo več analitičnih metod, ki nam omogočajo kvantifikacijo citokinov v bioloških 
tekočinah, celicah in tkivih (28). Trenutno se v rutini za merjenje koncentracije v telesnih  
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tekočinah (serum, urin) zaradi dobre specifičnosti, občutljivosti, ponovljivosti, enostavne 
izvedbe, cenovne dostopnosti in možnosti avtomatizacije največ uporablja ELISA (27, 34). Le-
ta je primerna za določanje prisotnosti posameznega citokina, vendar z njo ne moremo pridobiti 
direktne informacije o izvoru citokinov, katere proizvajajo različne celične populacije (Th1, Th2 
in druge). Poleg tega lahko citokine določamo samo v eni časovni točki, kar pomeni, da rezultati 
ne odražajo sočasnih procesov izločanja citokinov, privzema citokinov v tarčne celice in 
razgradnje citokinskih proteinov. Zato se ELISA počasi nadomešča z multipleksnimi metodami, 
kot so mikromreže, ki omogočajo istočasno meritev več citokinov (28). 
1.5.2.1 INTERLEVKIN 6  
IL-6 je provnetni citokin, ki ga v akutnem vnetnem odzivu izločajo predvsem levkociti na mestu 
vnetja. Je glavni stimulator izločanja proteinov akutne faze v jetrih, vendar IL-6 ne povzroča le 
akutnih faznih reakcij temveč tudi razvoj specifičnih celičnih in humoralnih imunskih odzivov, 
in sicer poveča diferenciacijo B limfocitov, izločanje Pt in aktivacijo limfocitov T. Prav tako 
regulira vnetni odziv, saj poveča izločanje antagonistov IL-1 receptorja in deluje protivnetno. 
Določa tudi prehod iz akutnega v kronično vnetje s spremembo narave levkocitnega infiltrata 
na mestu vnetja.  Pri dlje trajajočem vnetju se IL-6 veže na receptor sIL-6Rα in tako aktivira 
endotelijske celice, da izločajo interlevkin 8 (IL-8) in drugih mediatorjev ter tako spodbujajo 
izražanje adhezijskih molekul. Posledično pride do spremembe narave levkocitnega infiltrata, 
saj se namesto nevtrofilcev na mestu vnetja kopičijo mononuklearne celice, predvsem monociti 
in makrofagi.  Poleg tega IL-6 izvaja stimulatorne učinke na T in B limfocite, s čimer še dodatno 
povečuje kronične vnetne reakcije (29). Za kronično vnetje so značilne povečane koncentracije 
IL-6 v serumu, zato je le-ta ustrezen označevalec s kroničnim stresom povezanih multifaktorskih 
bolezni, za katere je značilno kronično nizkosistemsko vnetje (11). Čeprav je koncentracija IL-
6 zvišana pri večini kroničnih stresnih bolezni, pa IL-6 sodeluje pri patofiziološkem procesu le 
pri nekaterih, kot so kardiovaskularne bolezni, depresija, določena rakava obolenja (rak pljuč, 
trebušne slinavke in hepatocelični karcinom) in druga (11, 13) 
1.5.2.2 INTERLEVKIN 8 
IL-8 je provnetni citokin, ki ga izločajo fagociti in nekatere tkivne celice. Ima različne vplive 
na granulocite, predvsem nevtrofilce, med drugim omogoča migracijo le-teh na mesto vnetja in 
poveča adhezijo na endotelijske celice (30), kar dolgoročno vodi v razvoj kroničnega vnetja   
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(29). Tako kot pri nekaterih drugih provnetnih citokinih (IL-6, IL-1, TNF-α) so tudi dlje časa 
povečane koncentracije IL-8 značilne za določena patofiziološka stanja, povezana s kroničnim 
stresom, kot so kardiovaskularne bolezni, revmatoidni artritis in osteoporoza (31, 32). 
Nasprotno so določene študije pokazale, da je lahko IL-8 v določenih boleznih kroničnega stresa 
tudi znižan, tak primer je velika depresivna motnja (33). 
1.5.2.3 INTERLEVKIN 10 
IL-10 je protivnetni citokin, ki ga izločajo različne celice imunskega sistema. Deluje tako, da 
zavira aktivacijo in učinke limfocitov T, monocitov in makrofagov ter uravnava rast in/ali 
diferenciacijo limfocitov B in T, naravnih celic ubijalk, mastocitov, granulocitov, dendritičnih 
celic, keratinocitov in endotelijskih celic. Njegova glavna funkcija je zaviranje vnetnih odzivov 
in s tem preprečevanje razvoja kroničnega vnetja (34). Pri dlje trajajočem kroničnem stresu, kjer 
je prisotno nizkostopenjsko vnetje, so koncentracije IL-10 znižane (11). Prav tako so nizke 
koncentracije značilne za od kroničnega stresa odvisne bolezni kot so depresija, rakava obolenja 
in kardiovaskularne bolezni, saj se zmanjša zaščitna funkcija IL-10 (35, 36, 37) 
1.5.3 ŽILNI ENDOTELIJSKI RASTNI DEJAVNIK 
VEGF je več-funkcionalni citokin, ki spada v družino trombocitnih rastnih faktorjev. Ločimo 
več vrst VEGF, med katerimi je najbolj preiskovan VEGF-A, saj ima le-ta najpomembnejšo 
vlogo pri razvoju vaskularnega sistema, in sicer z vezavo na različne VEGF receptorje spodbuja 
angiogenezo, vaskulogenezo (razvoj krvnih žil med embrionalnim razvojem), rast endotelijskih 
celic, proliferacijo endotelijskih celic, celično migracijo monocitov ter vazodilatacijo s 
povečanjem prepustnosti krvnih žil. Ta mitogena aktivnost pa ni značilna za vsa tkiva, temveč 
samo za endotelijske celice v arterijah, venah ter limfnih žilah, kar je ključnega pomena za 
vzdrževanje normalne funkcije endotelija (18). Poleg tega je za endotelijsko homeostazo in 
normalno angiogenezo pri odraslih potrebna optimalna lokalna tkivna koncentracija VEGF-A, 
saj znižana ali zvišana koncentracija povzroča različna patofiziološka stanja. Še posebej so zelo 
zvišane koncentracije VEGF-A pomembne za nastanek in razvoj rakavih obolenj, saj je za rast 
in metastazo tumorskih celic nujna tumorska angiogeneza.  
Na koncentracijo VEGF-A v krvi vplivajo tudi vnetni dejavniki, in sicer provnetni citokini IL-
6, IL-1 in TNF-α povečajo sproščanje le-tega iz določenih tkiv kot so srce, ledvice, pljuča in 
nadledvična žleza (38). Ker so za drugo in tretjo fazo kroničnega stresa značilne povišane 
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vrednosti provnetnih citokinov, je VEGF-A eden izmed potencialnih diagnostičnih 
laboratorijskih označevalcev kroničnega stresa in z njim povezanih bolezenskih stanj. Zvišane 
koncentracije VEGF-A so značilne za CVD, metabolni sindrom, revmatoidni artritis in rakava 
obolenja, medtem ko so v preteklih študijah pri vedenjskih motnjah kot je npr. depresija določili 
tako zvišane kot znižane koncentracije. Poleg diagnostične vrednosti ima VEGF-A kot 
označevalec stresa pri določenih rakavih obolenjih tudi prognostično funkcijo, med drugim 
študije kažejo, da  večja izpostavljenost kroničnemu stresu pospešuje metastazo raka debelega 
črevesa, danke, dojke in prostate v jetra (39, 40, 41, 42) 
Poznamo različne metode kvantifikacije VEGF kot so testi celične proliferacije in 
imunokemične metode. Ker proliferacijski testi niso primerni za določanje cirkulirajočega 
VEGF, se za merjenje pogosteje uporabljajo imunokemične metode kot so RIA, ECLIA ali 
ELISA, največkrat v serumu ali plazmi (38). Pomembna razlika med biološkima vzorcema je 
ta, da lahko v serumu izmerimo višje koncentracije VEGF-A kot v plazmi, saj pride do 
povečanega sproščanja le-tega iz trombocitov in levkocitov, zato se priporoča analiza VEGF iz 
lizata polne krvi ali periferno izoliranih levkocitov. Poleg vrste biološkega materiala in časa 
obdelave lahko lažno povišane koncentracije VEGF-A izmerimo, tudi če vzorce centrifugiramo 
s prenizko silo ali jih pred analizo pustimo dlje časa na sobni temperaturi. Zato je za analizo 
VEGF-A iz seruma potrebna dobra standardizacija zbiranja vzorcev in njihova čim hitrejša 
obdelava (42). Prav tako lahko poleg pred analitične faze na koncentracijo VEGF-A v manjši 
meri vplivala telesna aktivnost. Le-ta naj bi povzročila zvečanje koncentracije VEGF-A v krvi 
takoj po telesni aktivnosti, medtem ko je vpliv ostalih intravariabilnih dejavnikov kot so spol, 
starost in cirkadiani ritem zanemarljiv (44).  
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2. NAMEN DELA 
Namen magistrske naloge je raziskati izpostavljenost reševalcev kroničnemu stresu ter tako 
prispevati k razumevanju poklicnega stresa pri le-teh, saj so zdravstveni delavci, ki opravljajo 
nujno medicinsko dejavnost v primerjavi z nekaterimi drugimi poklici veliko bolj izpostavljeni 
kroničnim stresorjem na delovnem mestu. Slednji dolgoročno vodijo v razvoj različnih 
bolezenskih stanj ali nezdravih življenjskih navad, katere odločilno vplivajo na kvaliteto in 
dolžino življenja (15). Razvoj in posledice kroničnega stresa pri reševalcih bomo ocenili z 
merjenjem laboratorijskih označevalcev v serumu, in sicer kortizola, IL-6, IL-8, IL-10 in VEGF-
A. 
Najprej bomo primerjali izpostavljenost stresu med dnevno izmeno, nočno izmeno in dela 
prostim dnevom, saj je izmensko delo eden izmed najbolj omenjanih poklicnih stresorjev (14), 
zato smo si postavili naslednjo hipotezo: 
3.  
Hipoteza 1: Reševalci so stresu različno izpostavljeni med dnevno izmeno, nočno izmeno ali dela 
prostim dnevom. 
Nato bomo, da bi dobili informacijo o izpostavljenosti stresu pri reševalcih v primerjavi z ostalo 
zdravo populacijo, dobljene vrednosti laboratorijskih označevalcev primerjali s pričakovanimi 
vrednostmi oz. referenčnim območjem. Postavili smo si sledečo hipotezo: 
4.  
Hipoteza 2: Reševalci so v primerjavi z ostalo zdravo populacijo bolj izpostavljeni kroničnemu stresu. 
Vsebina magistrske naloge je del interne raziskave UKC Ljubljana, ki jo je odobrila Komisija 
Republike Slovenije za medicinsko etiko 19. februarja 2019 (odločba št. 0120 – 40/19/4).   
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3. MATERIALI IN METODE 
Pri delu smo upoštevali in zagotovili pogoje za varno in zdravo delo, med drugim sem sodi 
uporaba zaščitne halje, rokavic in ustrezne obutve.  
3.1 DELO Z BIOLOŠKIMI VZORCI 
V raziskavi je sodelovalo 45 reševalcev zaposlenih na Reševalni postaji Ljubljana, in sicer 43 
moških in 2 ženski. Povprečna starost udeležencev je bila 35,7 ± 5,6 let 
3.1.1 MATERIALI 
Preglednica I: Seznam materialov in aparatur, ki smo jih uporabili pri zbiranju, shranjevanju in 
pripravi vzorcev. 
Material Proizvajalec 
Vacutube epruvete s separacijskim gelom (rumen zamašek) Laboratorijska tehnika Burnik, Ltd. 
Ostali pripomočki za venopunkcijo kot so sterilne igle, nastavki za epruvete, žilna preveza, razkužilo, 
sterilni tamponi in povoji 
Krioviale  VWR International GmbH 
Plastične pipete (kapalka) BRAND GMBH + CO KG 
Aparatura Proizvajalec 
Centrifuga Centric 350 DOMEL, d.o.o.  
Zamrzovalnik Loška hladilna tehnika 
Nara Hladilna tehnika 
BEKO 
Hladilnik Semlab, d.o.o. 
Vibracijski mešalnik Vibromix 10 DOMEL, d.o.o. 
 
3.1.2 METODE 
Vzorce smo zbirali na začetku in koncu dnevne izmene, pred in po nočni izmeni ter zjutraj in 
zvečer med prostim dnevom. Pri zbiranju smo upoštevali vpliv cirkadianega ritma izločanja 
kortizola na rezultate, zato je odvzem potekal dvakrat dnevno, in sicer med 7:00 in 8:00 ter 
18:00 in 19:00 uro, kar smo dosledno beležili. Zaradi boljše preglednosti smo posameznemu 
odvzemu določili tudi številko (Preglednica II). 






Številka odvzema Ura odvzema Izmena oz. prosti dan 
1 7:00  – 8:00 Dnevna izmena 
2 18:00  – 19:00 Dnevna izmena 
3 18:00  – 19:00 Nočna izmena 
4 7:00  – 8:00 Nočna izmena 
5 7:00  – 8:00 Prosti dan 
6 18:00  – 19:00 Prosti dan 
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a) Zbiranje, shranjevanje in transport bioloških vzorcev: 
Vzorce krvi smo z venskim odvzemom zbirali na Reševalni postaji Ljubljana. Odvzeli smo dve 
epruveti krvi, ki smo ju označili z imenom, priimkom, datumom rojstva ter časom in datumom 
odvzema. Nato smo odvzete vzorce takoj prenesli v Laboratorij za analitiko hormonov in 
tumorskih označevalcev, ki je del Kliničnega inštituta za klinično kemijo in biokemijo v 
Univerzitetnem kliničnem centru Ljubljana. Tam smo jih najprej centrifugirali 10 minut na 3000 
obratov na minuto. Potem smo vzorce prenesli v krioviale, in sicer smo serum iz vsake epruvete 
razdelili na dva alikvota, ki smo ju označili z nalepkami s črtno kodo, katera je bila edinstvena 
za reševalca in posamezni odvzem. Tako označene krioviale smo do analize hranili v 
zamrzovalniku na -20 °C, kjer so vzorci stabilni tudi več mesecev.  
Kot omenjeno smo vzorce zbirali tudi med prostimi dnevi. Reševalci iz okolice Ljubljane so na 
odvzem prišli na Reševalno postajo, medtem ko smo za ostale udeležence organizirali odvzem   
v drugih zdravstvenih ustanovah. Za le-te smo pripravili navodila (Priloga I) in potrebni material 
za odvzem in shranjevanje vzorcev ter se s posamezno ustanovo dogovorili za transport kriovial. 
Pri tem smo bili pozorni, da so vzorci ostali zamrznjeni, zato smo le-te transportirali s pomočjo 
hladilnih vložkov.   
b) Priprava vzorcev za analizo 
Vzorce smo pred analizo pustili, da se odmrznejo in dosežejo sobno temperaturo (20 – 25 °C). 
Pri tem smo upoštevali načelo, da lahko vzorce odmrznemo le enkrat, saj se v nasprotnem 
primeru kvaliteta seruma zmanjša.  Tako pripravljene vzorce smo premešali na vibracijskem 
mešalniku in analizirali v 2 urah, da ne bi prišlo do potencialnega izhlapevanja vzorcev. 
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3.2 DOLOČANJE KORTIZOLA 
3.2.1 MATERIALI 
Preglednica III: Seznam materialov in aparatur, ki smo jih uporabili pri določanju kortizola. Z 
izjemo destilirane vode, pipet in pipetnih nastavkov smo ostali material nabavili pri proizvajalcu Roche 
Diagnostics GmbH (26, 45, 46, 47, 48, 49, 50) 
Raztopine in reagenti Sestavine 
Stabilnost 
Temperatura Rok uporabe 
Cortisol II CalSet 
(REF 06687750 190)  
kalibracijski material 
Cal 1 12,5 nmol/l (Cal 1) ali  1000 
nmol/l (Cal 2) sintetičnega 
kortizola v liofiliziranem 
humanem serumu. 




embalaži. Cal 2 
PreciControl 
Universal 
(REF 11731416 190)  
kontrolni material 
PC U1 Liofiliziran kontrolni serum v 
dveh koncentracijskih 
območjih (osnova je humani 
serum) 




embalaži. PC U2 
ProCell 
(REF 11662988 122)  
sistemski pufer s pH=6,8 za 
generiranje elektrokemičnega 
signala in spiranje merilne 
celice 
300 mmol/l fosfatnega pufra; 
180 mmol/l TPA*;  
detergent ≤ 0,1 %; konzervans 







72 ur (3 dni) 
Clean Cell 
(REF 11662970 122)  
raztopina za čiščenje merilne 
celice in pretočnega sistema 
analizatorja 
Kalijev hidroksid s pH=13,2; 
detergent ≤ 1 % 
 








Elecsys Cortisol II 
(REF 06687733 190) 
reagenti  
M 
0,72 mg/ml s streptavidinom 
označenih mikrodelcev; 
konzervans 






90 ng/ml z biotinom označenih 
poliklonskih (ovčja);  
100 mmol/l MES* pufra s  
pH 6,0; konzervans 




25 ng/ml sintetičnega derivata 
kortizola označenega z 
rutenijevim kompleksom 
[Ru(bpy)3]2+**; 20 µg/ml 
danazola; 100mmol/l MES*** 








(REF 11298500 316) 
raztopina za čiščenje sistema 
Zmešamo 100 ml SysClean z 
1l destilirane vode, da 
pripravimo raztopino 
natrijevega hidroklorida. 





(REF 11930346 122) 
raztopina za spiranje igle 
(spiramo vsakih 14 dni) 
Zmešamo 10 ml SysWash z  1 l 
destilirane vode, da pripravimo 
raztopino 
2-metil-2H-izotriazol-3-ona.  





Cobas e 411 
Ostali material 
Adapter za SysClean (REF 11933159 001)  
Elecsys 2010 AssayCup (REF 11706802 001) – Reakcijske posodice 
Elecsys 2010 AssayTip (REF 11706799 001) – Nastavki za pipetiranje 
CalSet Vials (REF 06687750 190) – posodice z zamaškom za uporabo in shranjevanje Cal 1 (bel 
zamašek) in Cal 2 (črni zamašek) s pripadajočimi črtnimi kodami za posamezni kalibrator. 
ControlSet Vials (REF 1706799 001) - posodice z zamaškom za uporabo in shranjevanje PC U1 
(rumen zamašek) in PC U2 (rjav zamašek) s pripadajočimi črtnimi kodami za posamezno kontrolo. 
Cobas stojala za vzorce 
Posodice za vnos vzorcev v Cobas 
Pipete in pipetni nastavki (kalibriral LOTRIČ Meroslovje d.o.o) 
Destilirana voda 
*      TPA = tripropilamin. 
**    [Ru(bpy)3]2+ = Tris (bipiridin) rutenijev (II) klorid. 
***  MES = 2-(N-Morfolino)-etan sulfonska kislina. 
 
3.2.2 ELEKTROKEMILUMINESCENČNA METODA 
Kortizol smo merili s imunokemično metodo ECLIA na analizatorju Cobas e 411, ki omogoča 
kvantitativno določanje le-tega v humanem serumu. Gre za kompetitivno metodo, kjer 
določamo celokupni kortizol, saj se le-ta po dodatku danazola sprosti iz CBG in albumina. 
Kortizol iz vzorca med prvo inkubacijo v reakcijski posodici tekmuje s sintetičnim derivatom 
označenim z rutenijevim kompleksom za vezavo na z biotinom označeno Pt, da lahko nastanejo 
imunski kompleksi. Slednji se med drugo inkubacijo vežejo na s streptavidinom označene 
mikrodelce, saj interakcija biotin-streptavidin omogoča njihovo vezavo na trdno fazo (Slika 5). 
Potem se reakcijska zmes prenese v merilno celico, kjer se mikrodelci ujamejo na površino 
elektrode. Sledi spiranje in odstranitev nevezanih reagentov in matriksa vzorca z raztopino 
ProCell. Nato se poveča potencial na površini elektrode, zato pride do emisije svetlobe, ki se 
izmeri z fotopomnoževalko (Slika 6). Izmerimo z rutenijevim kompleksom označen sintetični 
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Slika 5: Reakcija imunskega kompleksa z mikrodelcem. 
Slika 6: Detekcija z rutenijevim kompleksom označenega sintetičnega derivata. Pri detekciji 
sodelujeta dve elektrokemično aktivni snovi, in sicer [Ru(bpy)3]2+ in TPA. Ko se poveča napetost na 
elektrodi, oba reaktanta oksidirata, da nastane [Ru(bpy)3]3+ in TPA radikalni kation. Slednji se s spontano 
deprotonacijo pretvori v TPA radikal, ki nato reagira z [Ru(bpy)3]3+, da nastane kemiluminescenčni 
signal, ki ga izmerimo. Prirejeno in povzeto po (51). 
derivat, katerega količina je obratno sorazmerna s koncentracijo kortizola v vzorcu, kar aparat 
avtomatično upošteva. Rezultati se kvantificirajo s pomočjo umeritvene krivulje. Le-to aparat 
ustvari tako, da na podlagi meritev kalibracijskega materiala (dvotočkovna kalibracija) prilagodi 
glavno ''master krivuljo'', ki vsebuje informacije za kalibracijo točno določenega reagenčnega 
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ECLIA je ena izmed najbolj popularnih metod za določanje kortizola v rutini, saj je specifična 
in občutljiva. Metodo je validiral proizvajalec Roche Diagnostics GmbH, in sicer je ponovljivost 
metode določil z uporabo reagentov Elecsys, humanega seruma in kontrolnih vzorcev. 
Ponovljivost meritev kortizola v serumu so določali šest krat na dan 10 dni in zaključili, da je 
koeficient variacije (CV) v seriji manjši od 1,5 % in med serijami manjši od 1,7 %. Merilno 
območje metode je med 0,5 – 1750 nmol/l. Spodnja meja predstavlja najnižjo koncentracijo 
kortizola, ki ga z metodo še lahko izmerimo, medtem ko je zgornja meja pomeni največjo 
vrednost glavne ''master krivulje''. Vzorce katerih koncentracije presegajo zgornjo mejo moramo 
redčiti po proizvajalčevem protokolu, saj Cobas e 411 nima možnosti avtomatiziranega redčenja 
(26) 
3.2.2.1 INTERFERENCE 
Na koncentracijo kortizola v serumu vpliva: 
- ikteričnost vzorca, če je vrednost bilirubina nad 1026 μmol/l. 
- hemoliza vzorca, če je vrednost hemoglobina nad 1,2 mmol/l. 
- lipemičen vzorec, če je prisotnost lipidov večja od 2700 mg/dl. 
- Prisotnost biotina, če je njegova vrednost nad 123 nmol/l 
- Prisotnost revmatoidnega faktorja, če je njegova koncentracija višja od 1100 IU/ml (26). 
3.2.2.2 PODAJANJE REZULTATOV IN PRIČAKOVANE VREDNOSTI 
Pričakovane vrednosti za koncentracijo kortizola v serumu in plazmi je podal proizvajalec. Le-
ta jih je določil na osnovi študije, ki je zajemala 144 meritev kortizola v jutranjih urah (7:00 – 
10:00 uro) in 135 meritev v večernih urah (16:00 – 20:00 uro). Rezultati študije je referenčno 
koncentracijsko območje (Preglednica IV), znotraj katerega se nahaja 90 % meritev kortizola 
pri zdravih udeležencih (26). 
Preglednica IV: Referenčne območje za kortizol v serumu in plazmi v odvisnosti od časa odvzema 
vzorca. 
Čas odvzema vzorca Referenčno območje 
7:00 – 10:00 171 – 536 nmol/l  (6,2– 19,4 μg/dl) 
16:00 – 20:00 64 – 327 nmol/l    (2,3– 11,0 μg/dl) 
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3.2.3 DELOVNI POSTOPEK 
a) Priprava reagentov in aparata: 
Najprej smo pripravili reagenčne komplete, in sicer smo jih vzeli iz hladilnika in pustili, da se 
segrejejo na sobno temperaturo (20 – 25 °C) ter jih vložili v analizator (26). Pri tem smo bili 
pozorni, da reagenti niso bili spenjeni oz. ni bilo prisotnih zračnih mehurčkov. Prav tako smo 
preverili, če ima aparat zadostno količino ProCell, CleanCell, SysClean, reagenčnih posodic in 
nastankov za pipetiranje. 
b) Priprava in meritev kalibracijskega materiala: 
Le-ta vsebuje komplet dveh kalibratorjev Cal1 in Cal2, ki se nahajata v liofilizirani obliki, zato 
smo najprej posamezni kalibrator raztopili v 1 ml destilirane vode. Nato smo počakali 15 minut, 
da sta se liofilizirana kalibratorja popolnoma raztopila in ju previdno premešali, da ni prišlo do 
tvorbe mehurčkov. Rekonstruirana Cal1 in Cal2 smo alikvotirali na dva enaka dela, in sicer smo 
prenesli 0,5 ml določenega kalibratorja v CalSet Vials. Enega izmed Cal1 in Cal2 alikvotov smo 
uporabili za kalibracijo aparature, drugega pa smo shranili na -20 °C, kjer je stabilen 3 mesece. 
Kalibracijo smo izvedli po odprtju vsakega reagenčnega kompleta z novo LOT številko. Prav 
tako smo upoštevali navodila proizvajalca, ki priporoča ponovno kalibracijo po 28 dneh uporabe 
reagenčnega kompleta z isto LOT številko, po 7 dneh uporabe enakega reagenčnega kompleta 
in po odstopanju meritev kontrolnega materiala (45). 
c) Priprava in meritev kontrolnega materiala: 
Le-ta vsebuje komplet dveh kontrol. Razpon koncentracij v kontroli PC U1 z nizko 
koncentracijo kortizola je od 269 – 411 nmol/l (srednja vrednost 340 nmol/l). Pri kontroli z 
visoko koncentracijo kortizola PC U2 pa je razpon koncentracij od 626 – 958 nmol/l (srednja 
vrednost 792 nmol/l). Posamezno kontrolo v liofilizirani obliki smo raztopili v 3 ml destilirane 
vode in pustili 30 minut, da se je le-ta popolnoma raztopila in previdno premešali, da ni prišlo 
do tvorbe mehurčkov. Tako pripravljeni kontroli PC U1 in PC U2 smo razdelili na štiri alikvote, 
in sicer smo 0,75 ml posamezne kontrole prenesli v ControlSet Vials. Enega izmed alikvotov 
smo uporabili za merjenje, medtem ko smo ostale shranili na 2 – 8°C, kjer so stabilni 3 dni ali 
zamrznili na -20 °C, saj so tako stabilni 1 mesec. Meritve kontrolnega materiala morajo biti 
znotraj zgoraj omenjenih koncentracijskih razponov in smo jih izvajali vsak dan pred analizo 
vzorcev (46). 
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d) Meritev vzorcev: 
Pripravljene vzorce smo prenesli v posodice za vnos vzorcev v Cobas, katere smo nato vstavili 
v stojala. Nato smo v aparat ročno vnesli njihovo pozicijo. Po 18 min smo odčitali rezultate. 
3.3 DOLOČANJE CITOKINOV 
3.3.1 MATERIALI 
Preglednica V: Seznam materialov in aparatur, ki smo jih uporabili pri določanju citokinov IL-
6, IL-8 in IL-10. Z izjemo destilirane vode, pipet in pipetnih nastavkov smo ostali material nabavili pri 
proizvajalcu Siemens Healthineers (52, 53, 54, 55, 56, 57) 
4 Raztopine in reagenti Sestavine 
Stabilnost 
Temperatura Rok uporabe 
IL-6 
IL-6 Adjustors  
(REF LK6PZ, LK6P1) 
kalibracijski material 
L6PL 
Liofiliziran IL-6 v proteinskem  
/puferskem matriksu; 
konzervans 






2 – 8 °C 
(odprt) 
3 dni 
IL-6 Reagent Wedges 












porabiti v 30 
dneh. 
LGPB 
7,5 ml alkalne fosfataze, ki je 
konjugirana z poliklonskimi 





kontrolni material  
(primeren tudi za IL-8) 
ILCO1 Liofilizirani posamezni 
citokini v humanem 
serumskem matriksu 





IL-8 Adjustors  
(REF LK8P1) 
kalibracijski material 
L8PL Liofiliziran IL-8 v nehumanem 
serumskem matriksu; 
konzervans 









7,5 ml alkalne fosfataze, ki je 
konjugirana z poliklonskimi 
proti-IL-8-Pt (zajčja); pufer; 
konzervans 





IL-10 Adjustors  
(REF LKXPZ, LKXP1) 
kalibracijski material 
LXPL Liofiliziran IL-10 v 
nehumanem serumskem 
matriksu 
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IL-10 Reagent Wedges 
(REF LKXPZ, LKXP1) 
reagent 
LXP2 
7,5 ml alkalne fosfataze, ki je 
konjugirana z monoklonskimi 
proti-IL-8-Pt (mišja); pufer 









Liofiliziran IL-10 v 
sintetičnem matriksu. 




IL-6, IL-8, IL-10 
Kemiluminescenčni substrat 
(REF LSUBX) 
LUMIGEN®*; AMP** pufer; 
ojačevalec signala 








15 – 20 °C 
(odprt) 
Probe Wash Module 
(REF LPWS2) 
raztopina za spiranje 
Raztopina fosfatnega pufra; 
Triton X-100 ≤ 0,9 % 




Probe Cleaning Kit 
(REF LKPM) 
raztopina za čiščenje aparata  
(enkrat mesečno) 
100 ml Probe Clean Sol 
raztopimo v 1 l destilirane 
vode, da pripravimo raztopino 
natrijevega hidroklorida. 





IL-6 Test Units 
(REF LK6PZ, LK6P1) 
L6P1 
Magnetna kroglica označena z 
monoklonskimi proti-IL-6-Pt 
(mišja) 




IL-8 Test Units 
(REF LK8P1) 
L8P1 
Magnetna kroglica označena z 
monoklonskimi proti-IL-8-Pt 
(mišja) 
IL-10 Test Units 
(REF LKXPZ, LKXP1) 
LXP1 






Sample Cup Holders (REF LCH1-50) – držala za reagenčne posodice 
Sample Cups za enkratno uporabo (REF LSCP) – reagenčne posodice 
Pipete in pipetni nastavki (kalibriral LOTRIČ Meroslovje d.o.o) 
Destilirana voda 
*   LUMIGEN® = fosfatni ester adamantil dioksetana 
** AMP = 2-amino-2-metil-1-propanol 
  
Magistrska naloga  Ana Ambruš, 2021 
24 
Slika 7: Princip določanja citokinov z metodo ELISA (Siemens).  
3.3.2   ENCIMSKO-IMUNSKI TEST ELISA (Siemens Healthineers) 
Citokine smo v serumu določali imunokemijskim testom ELISA na analizatorju IMMULITE® 
1000. Meritve potekajo v testni enoti, kjer se nahaja magnetna kroglica, ki je označena s 
primarnimi monoklonskimi Pt proti posameznemu citokinu. Najprej se vzorec inkubira skupaj 
z reagenti, da pride do nastanka ''sendvič kompleksa''. To pomeni, da se na primarna Pt veže 
citokin iz vzorca na le-tega pa se vežejo sekundarna monoklonska ali poliklonska Pt, ki so 
označena z encimom alkalno fosfatazo. Potem sledi centrifugiranje reakcijske mešanice, in sicer 
se le-ta pomakne v zunanji del testne enote t. i. integracijsko komoro. Nato pride do spiranja 
testne enote, da se iz magnetne kroglice in notranjega dela odstrani ves nevezan serumski 
matriks in reagent. Sledi dodatek kemiluminescenčnega substrata, kateri reagira z encimom in 
posledično pride do emisije svetlobe, kar zazna visoko občutljiv fotonski števec (Slika 7). 
Zaznan svetlobni signal je premo sorazmeren s koncentracijo posameznega citokina v vzorcu in 
se kvantificira s pomočjo kalibracijske krivulje (dobimo s predhodno opravljeno štiri točkovno 
kalibracijo). 
Določanje IL-6, IL-8 in IL-10 temelji na zgoraj opisanem principu, vendar se posamezne 
meritve razlikujejo po številu in dolžini inkubacijskih ciklov. Pri merjenju IL-8 in IL-10 imamo 
le en inkubacijski cikel, medtem ko sta za merjenje IL-6 značilna dva cikla. To pomeni, da se 
pri prvi inkubaciji v testno enoto najprej prenese samo vzorec in prvi reagent (L6PA – glej 
Preglednica V), nato pa se po centrifugiranju prenese še drugi (L6PB – glej Preglednica V). 
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Metode za določanje citokinov je validiral proizvajalec Siemens Healthineers, in sicer je najvišji 
CV v seriji 7,5 % za IL-6, 7,4 % za IL-8 in 9,9 % za IL-10, medtem ko je CV med serijami 6,2 
% za IL-6, 3,8 % za IL-8 in 3,4 % za IL-10. Zaradi boljše ponovljivosti smo meritve vseh 
odvzemov pri določenem reševalcu, opravili v eni seriji. Merilno območje metode je med 2 – 
1000 pg/ml za IL-6, 2 – 7500 pg/ml za IL-8 in 1 – 1000 pg/ml za IL-10. Spodnja meja predstavlja 
najnižjo meja zaznavnosti analita (LOD), medtem ko je zgornja meja pomeni največjo vrednost 
kalibracijske krivulje (53, 54, 55). 
3.3.2.1 INTERFERENCE IN OMEJITVE METODE 
Na koncentracijo IL-6, IL-8 in IL-10 v serumu vpliva: 
- ikteričnost vzorca, če je vrednost bilirubina nad 200 mg/l. 
- hemoliza vzorca, če je vrednost hemoglobina nad 550 mg/l za IL-6, medtem ko za IL-8 in 
IL-10 velja, da na analizo vplivajo globo hemolizirani vzorci. 
- lipemičen vzorec, če je prisotnost trigliceridov večja od 3000 mg/dl za IL-6 in 2000 mg/dl 
za IL-10, medtem ko točne informacije za IL-8 proizvajalec ni podal. 
- Prisotnost heterofilnih Pt, saj lahko le-ta reagirajo z imunoglobulini v reagentu. Za vzorce 
pacientov, ki so pogosto izpostavljeni živalim ali živalskemu serumu, velja da lahko dobimo 
nenormalne vrednosti citokinov glede na njihovo klinično sliko.  
- "Hook effect'', če je koncentracija citokinov v vzorcu zelo povišana (nad 60000 pg/ml), saj 
takrat le-ti nasitijo vsa protitelesa, kar onemogoča nastanek sendvič kompleksa, ki je 
potreben za meritev. Posledično se vsi kompleksi izperejo, zato dobimo lažno negativen 
rezultat (53, 54, 55). 
3.3.2.2 PODAJANJE REZULTATOV IN PRIČAKOVANE VREDNOSTI 
Proizvajalec je pričakovane vrednosti določil na podlagi študije zdravih posameznikov in 
rezultate podal na dva različna načina (Preglednica VI). Prvi način je navedba referenčnega 
območja, kjer se nahaja 95 % meritev populacije, medtem ko je pri drugem načinu podano 
absolutno območje. Slednje nam pove do katere vrednosti so povišane koncentracije analita 
fiziološko normalne. Spodnja meja območja je pri obeh načinih podajanja LOD, ki ni klinično 
pomembna, zato smo si pri interpretaciji rezultatov pomagali z zgornjo mejo območja (53, 54, 
55).  
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Preglednica VI: Pričakovane vrednosti za IL-6, IL-8 in IL-10 v serumu in plazmi. 
Citokin Referenčno območje, kjer se nahaja 
95 % meritev 
Absolutno referenčno območje 
IL-6 LOD – 3,4 ng/l LOD – 5,9 ng/l 
IL-8 / LOD – 62 ng/l 
IL-10 LOD – 9,1 ng/l / 
 
3.3.3     DELOVNI POSTOPEK 
a) Priprava reagentov in aparata: 
Najprej smo preverili, če ima analizator zadostno količino destilirane vode, raztopine za spiranje 
in kromogenega substrata. Nato smo očistili iglo za pipetiranje vzorcev in sprali cevi za 
dodajanje substrata in destilirane vode v testne enote. Potem smo v aparat vstavili reagente, ki 
smo jih pred 15 minut pustili na sobni temperaturi. Po prvem odprtju reagentov smo upoštevali 
proizvajalčeva navodila in jih porabili v 30 dneh. Med posameznimi analizami smo jih hranili 
na 2 – 8 °C (53, 54, 55). 
b) Priprava in meritev kalibracijskega materiala: 
Pri določanju posameznega citokina smo uporabili komplet dveh kalibratorjev. Eden izmed le-
teh je vseboval visoko koncentracijo merjenega analita, drugi pa nizko. Ker se posamezni 
kalibratorji nahajajo v liofilizirani obliki, zato smo jih rekonstruirali v destilirani vodi. Nato smo 
počakali, da so se kalibratorji popolnoma raztopili in jih razdelili na enako velike alikvote 
(Preglednica VII). 
Preglednica VII: Navodila proizvajalca za pripravo alikvotov kalibracijskega materiala.  
Citokin Kalibrator 
Volumen destilirane vode 
(rekonstrukcija)* 
Število alikvotov Volumen alikvotov 
IL-6 
L6PL 








4,0 ml 4 1,0 ml 
LXPH 
* Preden smo kalibratorje razdelili na alikvote, smo jih previdno premešali z obračanjem, da ni prišlo do 
tvorbe mehurčkov ali penjenja. 
Enega izmed tako pripravljenih alikvotov smo uporabili za kalibracijo aparature, medtem ko 
smo druge zamrznili na -20 °C, kjer so le-ti stabilni 6 mesecev. Kalibracijo smo izvedli tako, da 
smo posamezni pripravljen kalibrator prenesli v štiri reagenčne posodice, ki smo jih nato v   
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ustreznih držalih vstavili v analizator. Na podlagi teh štirih meritev smo nato pridobili podatke 
o kalibracijski krivulji za posamezni citokin.  
c) Priprava in meritev kontrolnega materiala: 
Uporabili smo komplet dveh kontrol, ki se nahajata v liofilizirani obliki, zato smo ju najprej 
rekonstruirali v destilirani vodi. Ko sta se kontroli raztopili, smo ju razdelili na enako velike 
alikvote (Preglednica VIII). 
Preglednica VIII: Navodila proizvajalca za pripravo alikvotov kontrolnega materiala. 
Citokin Kalibrator 
Volumen destilirane vode 
(rekonstrukcija)* 








4,0 ml 4 1,0 ml 
L8PH 
 
Enega izmed pripravljenih alikvotov smo takoj uporabili, medtem ko smo ostale zamrznili na -
20 °C, kjer so stabilni do 6 mesecev.  
d) Meritev vzorcev: 
Najprej smo v reagenčne posodice napipetirali najmanj 500 μl vzorca. Nato smo posodice skupaj 
z držali in testnimi enotami vstavili v aparat ter po končani analizi odčitali ter zabeležili naše 
rezultate. 
3.4 DOLOČANJE VASKULARNEGA ENDOTELIJSKEGA RASTNEGNEGA 
FAKTORJA 
3.4.1 MATERIALI 
Preglednica IX: Seznam materialov in aparatur, ki smo jih uporabili pri določanju VEGF. Z 
izjemo demineralizirane vode, pipet, pipetnih nastavkov, aparature, erlenmajerice, čaše in posodic za 
pripravo reagentov smo ostali material nabavili pri proizvajalcu BioVendor Research and Diagnostic 
Produtcs (59). 
Raztopine in reagenti Sestava 
Stabilnost 
Temperatura Rok uporabe 
Biotin-Conjugate 
(REF B4702) 
Biotin konjugiran s poliklonskimi 
Pt proti humanemu VEGF-A 










Liofiliziran humani VEGF-A 
Substrate Solution 
(REF B4710) 
raztopina, ki vsebuje substrat 
TMB**** 




raztopina za zaustavitev 
reakcije 
1M fosforna kislina 




Assay Buffer Conc. (20x) 
(REF B4707) 
reakcijski pufer 
5 ml PBS* z 1% Tween 20** in 
10% BSA***)  
Wash Buffer Conc. (20x) 
(REF B4709) 
pufer za spiranje mikrotiterske 
ploščice 
50 ml PBS* z 1% Tween 20** 
Sample Diluent (REF B4708) – raztopina za redčenje vzorca 
Mikrotiterska plošča  
Antibody Coated Microtiter Strips (REF B4701) – aluminijasta 
mikrotiterska plošča, ki je prevlečena s poliklonskimi Pt proti 
humanemu VEGF-A. (96 vdolbinic) 





Personal LabTM Adaltis 




Pipete s pipetnimi nastavki za enkratno uporabo (kalibriral LOTRIČ Meroslovje d.o.o) 
Multikanalne pipete s pipetnimi nastavki za enkratno uporabo  
(kalibriral LOTRIČ Meroslovje d.o.o) 
Stepper 411 pipeta (auto-lock sistem) s pipetnim nastavkom za enkratno uporabo  
(kalibriral LOTRIČ Meroslovje d.o.o) 
Erlenmajerica 
Čaša 
Posodice za pripravo reagentov 
Epruvete 
*       PBS = fosfatni pufer 
**     Tween = Polisorbat 20 
***   BSA = goveji serumski albumin 
**** TMB = tetrametil-benzidin 
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Slika 8: Princip določanja VEGF-A z imunokemijskim testom ELISA (BioVendor) 
3.4.2 ENCIMSKO-IMUNSKI TEST ELISA (BioVendor) 
Za kvantitativno določanje VEGF-A v serumu smo uporabili encimsko-imunski test ELISA 
proizvajalca BioVendor Research and Diagnostic Products. Za izvedbo testa potrebujemo 
mikrotitersko ploščo z vdolbinicami, na dnu katerih so pritrjena primarna Pt proti humanemu 
VEGF-A. Najprej vdolbinice inkubiramo z vzorci in standardi, da se VEGF-A iz le-teh veže na 
primarno Pt ter speremo nevezane komponente. Sledi dodatek z biotinom konjugiranega Pt, ki 
se veže na drug epitop VEGF-A. Po inkubaciji s sekundarnim Pt sledi spiranje in dodatek 
streptavidina označenega z encimom hrenovo peroksidazo (HPR), ki se veže na biotin. Nato 
vdolbinice ponovno spiramo ter dodamo substrat, ki z HPR tvori obarvan produkt, katerega 
količina je premo-sorazmerna koncentraciji VEGF-A. Postopek zaključimo tako, da prekinemo 
reakcijo z dodatkom kisline in izmerimo absorbanco (Slika 8). Koncentracijo VEGF-A v vzorcu 
določimo s pomočjo umeritvene krivulje standardov, ki jih pripravimo s serijskim redčenjem. 
Meritev standardov moramo opraviti pri vsaki izvedbi ELISE, saj se točni pogoji izvedbe testa 















Z metodo lahko določamo humani ali rekombinantni VEGF-A. Proizvajalec navaja, da ni 
navzkrižne reaktivnosti z drugimi vrstami VEGF (humani VEGF-B, VEGF-C in VEGF-D), 
medtem ko na izmerjeno koncentracijo vpliva prisotnost VEGF receptorja 1, če je njegova  
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 koncentracija višja od 200 pg/ml. Z metodo lahko zaznamo koncentracije VEGF-A, ki so višje 
od 7,9 pg/ml. Glede na to, da je možna ne avtomatizirana izvedba testa je ponovljivost metode 
dobra, saj CV med serijami znaša 6,2 % in v seriji 4,3 %. Poleg tega proizvajalec navaja dobro 
linearnost zredčenih vzorcev (srednja vrednost izkoristka pričakovane vrednosti je 90 %), kar 
pomeni, da je metoda fleksibilna in lahko po potrebi spreminjamo faktor redčenja vzorcev (59). 
3.4.3 DELOVNI POSTOPEK 
a) Določitev števila mikrotiterskih trakov oz. vdolbinic, ki jih potrebujemo za določanje 
VEGF-A: 
Za analizo VEGF-A smo za posamezno ploščo potrebovali 2 mikrotiterska trakova oz. 16 
vdolbinic za meritev standardov in slepega vzorca. Preostalih 10 mikrotiterskih trakov oz. 80 
vdolbinic pa smo porabili za analizo vzorcev. Odločili smo se, da bomo vzorce reševalcev merili 
v enojniku, medtem ko smo standarde in slepi vzorec merili v dvojniku.  
b) Priprava pufra za spiranje mikrotiterske plošče:  
Pufer za spiranje mikrotiterske plošče smo pripravili tako, da smo celotno količino (50 ml) 
koncentrata (Wash Buffer Conc.) prelili v merilni valj. Nato smo do oznake dodali 1000 ml 
destilirane vode in previdno premešali, da ni prišlo do penjenja. Tako pripravljen pufer 
shranjujemo na 2 – 25 °C, kjer je stabilen 30 dni. 
c) Priprava reakcijskega pufra: 
Reakcijski pufer smo pripravili tako, da smo celotno količino (5 ml) koncentrata (Assay Buffer 
Conc.) prelili v merilni valj in z demineralizirano vodo dopolnili do oznake 100 ml. Nato smo 
pufer previdno premešali, da ni prišlo do penjenja. Tako pripravljen pufer je stabilen 30 dni na 
temperaturi 2 – 8 °C.  
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Slika 9: Priprava standardnih raztopin z serijskim redčenjem 
d) Priprava standardnih raztopin: 
Liofiliziranemu humanemu VEGF-A standardu smo dodali 0,75 ml destilirane vode in počakali 
10 minut, da se je le-ta popolnoma raztopil (rekonstruiran standard ima koncentracijo 2000.0 
pg/ml). Potem smo standard prenesli v epruveto ST in izvedli serijsko redčitev standarda z 
raztopino Sample Diluent v razmerju 2:1.  
Najprej smo pripravili 7 epruvet, ki smo jih označili s ST1, ST2, ST3, ST4, ST5, ST6 in ST7. 
V epruveto ST1 smo napipetirali 225 μl rekonstruiranega standarda in mu dodali 225 μl Sample 
Diluent-a. Potem smo dobljeno raztopino dobro premešali ter 225 μl ST1 prenesli v drugo 
epruveto označeno s ST2. Slednji smo dodali 225 μl Sample Diluent-a in postopek ponovili še 












e) Priprava mikrotiterske plošče: 
Najprej smo 40 ml pufra za spiranje mikrotiterske plošče prelili v čašo in z multikanalno pipeto 
v vsako vdolbinico na plošči napipetirali 400 μl pufra ter ga tam pustili 10 – 15 sekund. Potem 
smo vdolbinice izpraznili in odvečni pufer popivnali na vpojnem papirju. Ploščo smo na tak 
način sprali dvakrat. Ker se mikrotiterska plošča ne sme posušiti, smo po spiranju le-te takoj 
uporabili. 
f) Nanos slepega vzorca, standardov in vzorcev reševalcev na mikrotitersko ploščo: 
V vdolbinice smo napipetirali 100 μl pripravljenih standardov (ST1 – ST7) in 100 μl Sample 
Diluent-a, ki smo ga uporabili kot slep vzorec. Nato smo na ploščo nanesli vzorce reševalcev.   
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Le-te smo redčili z Sample Diluent-om v razmerju 1:2 tako, da smo v vdolbinice najprej 
napipetirali 50 μl Sample Diluent-a, kateremu nato dodali še 50 μl posameznega vzorca (shema 
za nanos vzorcev na mikrotitersko ploščo – Priloga II). 
g) Inkubacija in priprava raztopine biotin-konjugata: 
Mikrotitersko ploščo smo prekrili z adhezijskim filmom ter jo pustili na stresalniku, da se 
inkubira 2 uri na sobni temperaturi (18 – 25 °C). Nato smo 10 minut pred zaključkom inkubacije 
začeli s pripravo raztopine biotin-konjugata, saj je le-to moramo porabiti v 30 minutah po 
pripravi. Raztopino smo pripravili tako, da smo k 100 μl koncentriranega Biotin-Conjugata 
dodali 9900 μl reakcijskega pufra.  
h) Spiranje: 
Po smo inkubaciji odstranili adhezijski film in izpraznili vdolbinice. Nato smo le-te šestkrat 
spirali s 400 μl pufra za spiranje mikrotiterske plošče (spiranje smo opravili avtomatično s 
pomočjo aparata Personal LabTM Adaltis). 
i) Nanos biotin-konjugata na mikrotitersko ploščo: 
V vdolbinice smo napipetirali 100 μl pripravljene raztopine biotin-konjugata. 
j) Inkubacija in priprava raztopine Streptavidin-HRP: 
Mikrotitersko ploščo smo prekrili z adhezijskim filmom in jo pustili na stresalniku, da se 
inkubira 1 uro na sobni temperaturi (18 – 25 °C). Nato smo 10 minut pred zaključkom inkubacije 
začeli s pripravo raztopine streptavidin-HRP, saj je le-to moramo porabiti v 30 minutah po 
pripravi. Raztopino smo pripravili tako, da smo k 100 μl koncentriranega Streptavidin-HRP 
dodali 9900 μl reakcijskega pufra. 
k) Spiranje (postopek je enak kot pri točki h) 
l) Nanos raztopine Streptavidin-HRP na mikrotitersko ploščo: 
V vdolbinice smo napipetirali 100 μl pripravljene raztopine streptavidin-HRP. 
m) Inkubacija: 
Mikrotitersko ploščo smo prekrili z adhezijskim filmom in jo pustili na stresalniku, da se 
inkubira 1 uro na sobni temperaturi (18 – 25 °C). 
n) Spiranje (postopek je enak kot pri točki h)  
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o) Dodatek raztopine s substratom in raztopine za zaustavitev reakcije: 
V vdolbinice smo napipetirali 100 μl raztopine s substratom. Nato smo ploščo pustili, da se 
inkubira na sobni temperaturi okoli 30 minut. Pazili smo, da vdolbinice niso direktno 
izpostavljene sončni svetlobi. Med inkubacijo smo na vsakih 10 minut preverili, kako se razvija 
barva v vdolbinicah. Ko smo opazili, da se je pri ST1 razvila temno modra barva, smo v 
vdolbinice napipetirali 100 μl raztopine za zaustavitev reakcije.  
p) Merjenje absorbance in računanje koncentracije VEGF-A v vzorcih: 
Takoj po tem, ko smo dodali raztopino za zaustavitev reakcije, smo z aparatom Adaltis merili 
absorbanco pri valovni dolžini 450 nm. V aparat smo predhodno vnesli podatke o koncentraciji 
naših standardov, saj nam glede na te podatke program sam izriše standardno krivuljo in nam 
na podlagi le-te izračuna koncentracijo VEGF-A v naših vzorcih. Dobljene rezultate smo zaradi 
predhodnega redčenja vzorcev pomnožili z 2, da smo dobili dejansko koncentracijo VEGF-A 
(59). 
3.5 PRIPRAVA IN STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
Podatke smo za statistično analizo najprej pripravili s pomočjo programa Microsoft Excel 2016. 
Da bi določili vpliv delovne izmene na laboratorijske označevalce, smo izračunali relativno 
spremembo le-teh od začetka do konca izmene (oz. prostega dneva) z naslednjo enačbo: 
𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑛𝑎 𝑠𝑝𝑟𝑒𝑚𝑒𝑚𝑏𝑎 (𝑥𝑡2 , 𝑥𝑡1) =
𝑥𝑡2−𝑥𝑡1
𝑥𝑡1
       Enačba 1 
t1  začetek delovne izmene oz. prostega dneva 
t2 konec delovne izmene oz. prostega dneva 
Pri določanju relativne spremembe kortizola smo najprej izničili vpliv cirkadianega ritma na 
koncentracijo z min – max normalizacijo podatkov, tako da so se le-ti nahajali med novim 
območjem s spodnjo mejo 1 in zgornjo mejo 2. 
Za statistično ovrednotenje rezultatov smo uporabili program IBM SPSS 22.0 za okolje 
Windows (IBM Corp. Armonk (New York), ZDA). Najprej smo testirali porazdelitev 
posameznih meritev in relativnih sprememb laboratorijskih označevalcev s Shapiro – Wilkovim 
testom. Parametre, ki so se porazdeljevali normalno smo izrazili kot povprečno vrednost s 
standardno deviacijo (x̄ ± SD), medtem ko smo nenormalno porazdeljene podali z mediano in 
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območjem med minimalno in maksimalno vrednostjo. Nato smo pri določanju relativne 
spremembe parametrov izračunali izstopajoče in ekstremne vrednosti z naslednjima enačbama: 
𝑥 > 𝑥𝑄3 + 1.5 ×  𝐼𝑄𝑅  ∧  𝑥 <  𝑥𝑄1 − 1.5 × 𝐼𝑄𝑅                      Enačba 2 (izstopajoče vrednosti) 
𝑥 > 𝑥𝑄3 + 3 × 𝐼𝑄𝑅 ∧  𝑥 <  𝑥𝑄1 − 3 × 𝐼𝑄𝑅                                Enačba 3 (ekstremne vrednosti) 
xQ1      vrednost prvega kvartila 
xQ3      vrednost tretjega kvartila 
IQR    interkvartilni razmik (xQ3 – xQ1) 
Za celovito statistično analizo relativnih sprememb smo uporabili naslednje teste za odvisne 
vzorce: ANOVA ponavljajočih se meritev s prilagojenim POST HOC Bonferroni testom, 
Friedmanov test in Wilcoxonov test predznačenih rangov. Za določanje statistično značilnih 
razlik med medianami dveh populacij pa smo uporabili neparametrični Sign test za en vzorec. 
Meja statistične značilnosti je bila α < 0,05.  
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4. REZULTATI 
Reševalci svoje delo opravljajo v 12 urnih dnevnih in nočnih izmenah z vmesnimi prostimi 
dnevi. Da bi določili izpostavljenost reševalcev kroničnemu stresu, smo jim izmerili 
koncentracijo kortizola, IL-6, IL-8, IL-10 in VEGF-A v serumu pri šestih različnih odvzemih, 
katerim smo določili različne številke (Preglednica II). Osnovne lastnosti izmerjenih vrednosti 
so prikazane v spodnji preglednici:  
Preglednica X: Izmerjene koncentracije laboratorijskih označevalcev kroničnega stresa v serumu.  

























1 473,18 ± 101,56 
1,5 
(0,25 – 5,93) 
10,8 
(3,61 – 43,70) 
1,49 
(0,33 – 15,20) 
176,16 ± 86,17 
2 
113,20 
(36,73 – 259,90) 
2,05 
(0,28 – 67,50) 
10,10 
(4,10 – 29,50) 
1,15 
(0,18 – 15,70) 
214,67 ± 91,76 
3 
123,40 
(37,34 – 443,80) 
1,64 
(0,55 – 5,44) 
11,82 ± 4,82 
1,38 
(0,31 – 8,99) 
190,74 
(46,26 – 675,43) 
4 533,34 ± 122,88 
2,07 
(0,04 – 15,80) 
10,10 
(2,77 – 52,20) 
1,36 
(0,09 – 7,25) 
197,15 ± 93,69 
5 510,33 ± 146,89 
1,27 
(0,07 – 7,83) 
10,46 ± 4,48 
1,25 
(0,07 – 12,20) 
197,56 ± 102,93 
6 
122,70 
(41,20 – 388,90) 
1.72 
(0,65 – 8,18) 
10,65 ± 4,56 
1,45 
(0,19 – 12,30) 
184,62 
(64,71 – 531,45) 
N = velikost vzorca 
Tako pri oceni vpliva delovne izmene oz. prostega dneva na izpostavljenost kroničnemu stresu 
pri reševalcih, kot pri določanju ali so le-ti bolj izpostavljeni stresu od ostale zdrave populacije, 
smo se pri statistični analizi odločili, da izključimo izstopajoče vrednosti. S tem smo želeli 
zmanjšati variabilnost populacije in tako izločiti podatke, ki so lahko posledica zdravstvenega 
stanja, zdravil ali življenjskih navad, saj smo tako lahko boljše ocenili kako stres vpliva na naše 
parametre. Kar lahko pojasnimo z naslednjim primerom: udeležencu, ki je na terapiji z 
glukokortikoidi, smo izmerili povišane vrednosti kortizola v krvi, ker se koncentracija tega 
parametra zviša tudi pri stresnem odzivu, bi lahko napačno sklepali, da je povišana koncentracija 
posledica stresa (60).   
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4.1 DOLOČITEV VPLIVA DELOVNE IZMENE NA VREDNOSTI 
LABORATORIJSKIH OZNAČEVALCEV KRONIČNEGA STRESA 
 
Da bi ovrednotili vpliv delovne izmene na izpostavljenost kroničnemu stresu smo iz izmerjenih 
koncentracij izračunali relativno spremembo le-teh in dobili informacijo o spremembi vrednosti 
označevalcev od t1 do t2. Potem smo relativnim spremembam določili in izključili izstopajoče 
in ekstremne vrednosti. Osnovne značilnosti relativnih sprememb koncentracije označevalcev 
brez izstopajočih in ekstremnih vrednosti smo prikazali numerično (Preglednica XI) in grafično 
(Slika 10– Slika 14). Da podatke prikažemo tudi s kvantilnim diagramom smo se odločili, saj 
lahko na ta način med drugim jasno vidimo razpršenost oz. variabilnost podatkov, kateri so 
lahko posledica različnih dejavnikov kot so napake v predanalitski in analitski fazi, 
intraindividualnih ali interindividualnih dejavnikov. Ker smo naše meritve pri posameznem 
reševalcu izmerili v eni seriji, uporabili enak protokol vzorčenja in izračunali relativno 
spremembo parametrov, lahko zaključimo, da so te variabilnosti v večini posledica predvsem 
vpliva intraindividualnih dejavnikov kot so emocionalno stanje, utrujenost ali dojemanje 
poklicnega stresa (pri reševalkah pa lahko na variabilnost med skupinami vpliva tudi 
menstrualni ciklus). Bolj kot so bili podatki razpršeni, večji je bil vpliv različnih dejavnikov. 
 
Preglednica XI: Relativne spremembe koncentracije laboratorijskih označevalcev kroničnega 
stresa. Spremembe so izračunane tako, da odražajo delež spremembe od t1 do t2. Če ima relativna 
sprememba negativen predznak to pomeni, da je bila koncentracija merjenega analita ob času t1 večja od 
tiste ob času t2, medtem ko za pozitivni predznak velja ravno obratno. V primeru da je izračunana 
relativna sprememba enaka 0, sta koncentraciji analita ob času t1 in t2 enaki. 














-0,08 ± 0,11 
0,26 
(-0,45 – 2,66) 
0,03 ± 0,26 -0,13 ± 0,25 
-0,08 
(-0,24 – 1,36) 
Nočna 
izmena 
0,12 ± 0,26 0,13 ± 0,50 -0,15 ± 0,16 0,05 ± 0,21 -0,01 ± 0,35 
Prosti 
dan 
-0,09 ± 0,18 0,29 ± 0,55 0,06 ± 0,21 -0,05 ± 0,20 -0,02 ± 0,18 
N = velikost vzorca  
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Iz preglednice XI lahko vidimo, da se je tekom nočne izmene povprečna koncentracija kortizola 
povečala, medtem ko se je med dnevno izmeno ter prostim dnevom zmanjšala, in sicer najbolj 
pri prostem dnevu. Pri IL-6 je prišlo do zvišanja povprečnih vrednosti pri vseh skupinah, vendar 
najbolj med prostim dnevom in najmanj med nočno izmeno. Koncentracija IL-8 se je tekom 
nočne izmene zmanjšala, nasprotno pa se je le-ta povečala med dnevno izmeno in prostim 
dnevom, in sicer najbolj tekom prostega dneva. Pri IL-10 se je koncentracija povečala med 
nočno izmeno, medtem ko se je zmanjšala tekom prostega dneva in dnevne izmene, pri slednji 
je bilo zmanjšanje vrednosti največje. Koncentracija VEGF-A se je pri vseh skupinah zmanjšala, 
vendar najbolj med dnevno in najmanj med nočno izmeno.  
Potem ko smo določili osnovne značilnosti relativnih sprememb koncentracije kortizola, IL-6, 
IL-8, IL-10 in VEGF-A med dnevno izmeno, nočno izmeno in prostim dnevom, smo skupine 
med seboj primerjali še s statističnimi testi za več odvisnih vzorcev (Preglednica XII). Pri 
parametrih, kjer smo dokazali, da obstaja statistično značilna razlika med skupinami, smo z 
uporabo POST HOC testov identificirali, katere skupine se med seboj razlikujejo (Preglednica 
XIII). Čeprav smo uporabili pristop z izključitvijo izstopajočih in ekstremnih vrednosti, smo 
statistične teste izvedli tudi z vključitvijo le-teh, saj smo želeli preveriti njihov vpliv na 
statistično moč. V primeru, da so izstopajoče in ekstremne vrednosti vplivale na analizo v 
tolikšni meri, da bi lahko napačno sklepali na statistično značilno razliko med skupinami smo 
to posebej zabeležili. 
Preglednica XII: Rezultati statističnih testov za več odvisnih vzorcev. Pri tistih parametrih, kjer je p<α, 
lahko s 5 % tveganjem za napako prve vrste trdimo, da obstaja statistično značilna razlika med najmanj 
dvema skupinama (dnevno izmeno, nočno izmeno ali prostim dan) 
 Laboratorijski označevalec 
 Kortizol IL-6 IL-8 IL-10 VEGF-A 
p-vrednost <0,05 0,42 <0,05 <0,05* 0,50 
*   = Izstopajoče in ekstremne vrednosti vplivajo na rezultate testa do te mere, da bi lahko napačno 
sklepali na statistično značilno razliko med skupinami. 
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Preglednica XIII: Rezultati POST HOC testov. Zaradi lažje predstavitve smo vključili samo tiste 
laboratorijske označevalce, kjer smo predhodno dokazali, da obstaja statistično značilna razlika med 
skupinami (dnevno izmeno, nočno izmeno ali prostim dnevom). Pri tistih parametrih, kjer je p<α, lahko 
s 5 % tveganjem za napako prve vrste trdimo, da obstaja razlika med dvema skupinama.. 
 
Primerjani skupini Rezultati statistične analize 






l Dnevna izmena – Nočna izmena -0,21 <0,05 
Dnevna izmena – Prosti dan 0,002 1,00 




Dnevna izmena – Nočna izmena 0,17 <0,05 
Dnevna izmena – Prosti dan -0,02 1,00 




 Dnevna izmena – Nočna izmena -0,18 <0,05 
Dnevna izmena – Prosti dan -0,07 0,38 
Nočna izmena – Prosti dan 0,11 0,08 
 
Da imajo skupine različni vpliv na relativno spremembo, nismo uspeli potrditi pri IL-6 in 
VEGF-A. Razlog za takšen rezultat pri VEGF-A je lahko majhen vzorec, saj je zaradi tega 
statistična moč testa manjša. Določili smo, da ima nočna izmena v primerjavi z dnevno drugačen 
vpliv na relativno spremembo koncentracije kortizola, IL-8 in IL-10.Prav tako je imela nočna 
izmena drugačen vpliv na relativno spremembo koncentracije kortizola in IL-8 kot prosti dan. 
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Slika 10: Vpliv delovne izmene oz. prostega dneva na relativno spremembo koncentracije 
kortizola. Iz položaja mediane lahko vidimo, da imata dnevna izmena in prosti dan podoben vpliv na 
relativno spremembo. Mediana nočne izmene pa se nahaja višje od ostalih median. Prav tako lahko 
opazimo, da so bili podatki najbolj razpršeni pri nočni izmeni in najmanj pri prostem dnevu. 
Slika 11: Vpliv delovne izmene oz. prostega dneva na relativno spremembo koncentracije IL-6.  
Glede na položaj mediane sta si med skupinami najbolj podobni dnevna izmena in prosti dan, medtem 
ko se mediana nočne izmene nahaja nižje. Kljub temu vidimo, da se škatle prekrivajo in razlika med 
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Slika 12: Vpliv delovne izmene oz. prostega dneva na relativno spremembo koncentracije IL-8.  
Glede na položaj mediane vidimo, da sta si med skupinami najbolj podobni dnevna izmena in prosti dan, 
kar pomeni, da imata podoben vpliv na relativno spremembo. Mediana nočne izmene nahaja nižje. 
Vrednosti so bile najbolj razpršene pri dnevni in najmanj pri  nočni izmeni.  
Slika 13: Vpliv delovne izmene oz. prostega dneva na relativno spremembo koncentracije IL-10. 
Iz položaja mediane vidimo, da sta si med skupinami najbolj podobni dnevna izmena in prosti dan, kar 
pomeni, da imata podoben vpliv na relativno spremembo. Mediana nočne izmene nahaja višje. Podatki 
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Slika 14: Vpliv delovne izmene oz. prostega dneva na relativno spremembo koncentracije VEGF-
A. Glede na položaj mediane sta si med skupinami najbolj podobni dnevna izmena in prosti dan. Kljub 
temu vidimo, da se škatle v veliki meri prekrivajo in mediana nočne izmene nahaja blizu drugih dveh, 
zato lahko sklepamo, da je vpliv izmene oz. prostega dneva na relativno spremembo podoben. Podatki 

















4.2 PRIMERJAVA KONCENTRACIJE LABORATORIJSKIH 
OZNAČEVALCEV S PRIČAKOVANIMI VREDNOSTMI 
 
Da bi določili ali so reševalci v primerjavi z ostalo zdravo populacijo bolj izpostavljeni 
kroničnemu stresu, smo meritve kortizola, IL-6, IL-8, IL-10 in VEGF-A pri posameznem 
odvzemu primerjali z referenčnimi vrednostmi. Pri kortizolu smo upoštevali vpliv cirkadianega 
ritma zato smo meritve pri posameznem reševalcu združili v dve skupini. Prva skupina je 
vsebovala vse meritve vzorcev odvzetih med 7:00 – 8:00 (začetek dnevne izmene, konec nočne 
izmene, zjutraj med prostim dnevom), medtem ko smo v drugo skupino vključili vzorce odvzete 
med 18:00 – 19:00 (konec dnevne izmene, začetek nočne izmene, zvečer med prostim dnevom).  
Ker je pri citokinih in VEGF-A vpliv cirkadianega ritma manjši in biološka variabilnost večja, 
smo pri posameznem reševalcu izračunali aritmetično sredino meritev pri posameznem dnevu 
(dnevna in nočna izmena ter prosti dan).  
Nato smo podatkom določili in iz analize izločili izstopajoče in ekstremne vrednosti. Potem smo 
izračunali delež vseh meritev, ki so se nahajale izven referenčnega območja (Slika 15). Pri 
citokinih smo izmerjene koncentracije primerjali z zgornjo mejo absolutnega referenčnega 
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Slika 15: Delež meritev kortizola, ki se nahajajo izven referenčnega območja. (A) Delež meritev 
jutranjega kortizola, ki se nahajajo izven območja 171 – 536 nmol/l. (B) Delež meritev večernega 
kortizola, katere se nahajajo izven območja 64 – 327 nmol/l (26). 
območja, saj le-ta določa do katere vrednosti so povišane koncentracije označevalca še 
fiziološko normalne. To je še posebej pomembno pri interpretaciji vrednosti citokinov, saj ti 
veljajo za biološko zelo variabilni parameter.  







Nobena povprečna koncentracija IL-6 ni bila večja od zgornje meje referenčnega območja 5,9 
ng/l (53). Prav tako ni bila nobeno povprečje meritev IL-8 večje od zgornje meje 62 ng/l (54). 
Medtem, ko smo pri IL-10 določili, da se 1% vseh višji od zgornje meje 13,7 ng/l. Tudi nobena 
povprečna vrednost koncentracije VEGF-A ni bila izven referenčnega območja 62 − 707 ng/l 
(60). 
Nato smo pri kortizolu in citokinih z neparametričnim Sign statističnim testom za primerjanje 
median preverjali ali obstaja značilna razlika med našimi meritvami in ostalo populacijo. 
Srednje vrednosti za zdravo populacijo smo pridobili iz literature, vendar ustreznega podatka za 
mediano VEGF-A nismo našli. Če so izstopajoče in ekstremne vrednosti vplivale na statistično 
analizo, smo to posebej navedli.  
Preglednica XIV: Rezultati statistične analize primerjave mediane meritev pri reševalcih z 
mediano ostale zdrave populacije (26, 62) 
 
N    = velikost vzorca 
*   = Izstopajoče in ekstremne vrednosti vplivajo na rezultate testa do te mere, da bi lahko napačno 
sklepali na statistično značilno razliko med populacijama.  
 Reševalci Ostala zdrava populacija  
 N Mediana N Mediana p-vrednost 
Kortizol (7:00 – 8:00)     [nmol/l] 135 513,7 144 353,5 <0,05 
Kortizol (18:00 – 19:00) [nmol/l] 131 120,9 135 195,5 <0,05 
IL-6   [ng/l] 126 1,7 64 2,9 <0,05 
IL-8   [ng/l] 130 10,5 64 9,3 <0,05 
IL-10 [ng/l] 125 1,2 55 1,5 <0,05* 
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Pri vseh parametrih, kjer smo mediano naših meritev primerjali z mediano ostale zdrave 
populacije smo pokazali, da med njima obstaja statistično značilna razlika. 
5. RAZPRAVA 
Raziskave kažejo, da so reševalci na delovnem mestu izpostavljeni različnim stresorjem, ki 
dolgoročno vodijo v kronični sistemski stresni odziv (15). Le-ta povzroča energijsko 
izčrpavanje telesa in alostatsko preobremenitev, ki sproži nastanek in razvoj različnih 
bolezenskih stanj (2). Izpostavljenost stresu lahko spremljamo z merjenjem laboratorijskih 
označevalcev v različnih bioloških materialih, vendar najpogosteje v serumu ali plazmi. 
Uporabljamo jih predvsem za oceno tveganja za razvoj in diagnostiko s stresom povezanih 
patofizioloških stanj, vendar se čedalje bolj proučuje tudi njihova prognostična in terapevtska 
vrednost.  
Kot opisano v uvodu lahko laboratorijske označevalce delimo na klasične in z bolezenskimi 
stanji povezane kazalce kroničnega stresa. Ker smo želeli ugotoviti ali so reševalci na delovnem 
mestu izpostavljeni stresu oz. če se njihovo telo na izzive med delovnim časom odzove s 
stresnim odzivom, smo določali štiri klasične označevalce, in sicer kortizol, IL-6, IL-8 ter IL-
10 (17). Za spremljanje kortizola smo se odločili, saj lahko na podlagi njegove koncentracije v 
krvi sklepamo na delovanje HPA-osi (2). Vendar samo na podlagi koncentracije kortizola ne 
moremo določiti faze prehoda akutnega v kronični stresni odziv, zato smo merili tudi provnetna 
citokina IL-6 in IL-8 ter protivnetni citokin IL-10. S hkratnim določanjem kombinacije 
omenjenih klasičnih označevalcev stresa, smo želeli dobiti boljši vpogled v mehanizem 
različnih faz nizkostopenjskega kroničnega vnetja, ki vodi v razvoj različnih bolezenskih stanj 
(11). Poleg klasičnih kazalcev stresa določali še žilni parameter VEGF-A, ki je označevalec 
posledic kroničnega stresa. Za določanje VEGF-A smo se odločili, saj je le-ta vpleten v različne 
patofiziološke procese s kroničnim stresom povezanih bolezni kot so rakava obolenja, CVD in 
nevrološke motenje (38). Razumevanje omenjenih bolezni je pomembno, ker so CVD eden 
izmed vodilnih vzrokov za obolelost in umrljivost ljudi zaradi sodobnega načina življenja 
nasploh, medtem ko so nekatere psihološke motnje kot sta depresija in post travmatična stresna 
motnja še posebej značilne za poklic reševalcev in druge bolj stresne poklice (38, 40)  
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Vpliv delovne izmene na izpostavljenost kroničnemu stresu pri reševalcih smo ugotavljali 
tako, da smo iz izmerjenih koncentracij izračunali relativno spremembo le-teh in ovrednotili 
spremembo vrednosti označevalcev od t1 do t2. Za določanje izpostavljenosti stresu z 
računanjem relativne spremembe in ne le primerjanjem izmerjenih koncentracij, smo se odločili, 
saj smo tako zmanjšali vpliv biološke variabilnosti parametrov med odvzemi. Prav tako je 
določanje relativne spremembe parametrov boljše, saj trenutno še ne poznamo točnih kritičnih 
vrednosti, s katerimi bi lahko razlikovali med fazami kroničnega stresa (11). Kot omenjeno 
reševalci svoje delo opravljajo v dnevnih in nočnih izmenah, vendar kljub temu, da imajo zato 
več dela prostih dni, lahko kumulativni učinki nočnega dela in dolgih delavnikov vodijo v 
alostatsko obremenitev in  razvoj različnih v uvodnem delu naloge omenjenih bolezenskih stanj. 
Med temi sta v raziskavah v povezavi z izmenskim delom največkrat navedeni kronična 
utrujenost in motnja spanja. Slednji sta še posebej problematični, saj poleg zdravstvenih težav 
povzročata več napak na delovnem mestu, katere lahko posledično vplivajo na varnost pacientov 
(63). V prehodnih raziskavah, kjer so preučevali vpliv delovne izmene na medicinske sestre in 
brate, so dokazali, da udeleženci v povprečju nočno izmeno doživljajo bolj stresno kot dnevno. 
Le-ti navajajo, da so tekom nočne izmene bolj utrujeni in zaspani, manj skoncentrirani in bolj 
podvrženi poškodbam na delovnem mestu v primerjavi z dnevno izmeno (64).  Da se dnevna in 
nočna izmena medsebojno razlikujeta smo dokazali pri kortizolu, IL-8 in IL-10. Prav tako smo 
pri kortizolu in IL-8 dokazali statistično značilno razliko med nočno izmeno in prostim dnevom 
(Preglednica XIII). 
Kortizol je splošni označevalec stresa, in sicer se njegova koncentracija v krvi poveča tako med 
akutnim kot med kroničnim stresnim odzivom. Iz Preglednica XI lahko razberemo, da se je 
koncentracija kortizola v krvi med nočno izmeno povečala, medtem ko se je tekom dnevne 
izmene in prostega dneva zmanjšala. Enake rezultate so dobili Muhamad D. H in sodelavci, ki 
so dokazali zvišane vrednosti kortizola v serumu pri medicinskih bratih v nočni izmeni (65). 
Zaključimo lahko, da so reševalci tekom nočne izmene bolj podvrženi stresu kot med dnevno 
izmeno in prostim dnevom, vendar samo na podlagi koncentracije kortizola ne moremo določiti, 
če bili udeleženci izpostavljeni akutnemu ali kroničnemu stresu. Pri tem si pomagamo z 
meritvami citokinov.  
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V uvodnem poglavju smo opisali, da se med akutnim stresnim odzivom koncentracija 
provnetnih citokinov (IL-6 in IL-8) zaradi imunosupresivnega učinka kortizola zmanjša, 
medtem ko se med kroničnim stresnim odzivom njihova količina v krvi poveča. Nasprotno velja 
za protivnetne citokine (IL-10), katerih koncentracija se pri akutnem stresnem odzivu poveča in 
med kroničnim zmanjša. Pri IL-6 se je koncentracija tega citokina v krvi povečala med obema 
delovnima izmenama in prostim dnevom, ampak najmanj med nočno izmeno (Preglednica XI). 
Na podlagi teh rezultatov lahko sklepamo, da so reševalci stalno izpostavljeni nekaterim 
kroničnim stresorjem, zato se jim količina IL-6 v krvi poveča. Poleg tega so med nočno izmeno 
še dodatno podvrženi nekaterim akutnim stresorjem oz. večjemu številu stresorjev, zato se je 
kortizol v krvi takrat povečal in posledično se je zaradi njegovih učinkov koncentracija IL-6 
med nočno izmeno v primerjavi z dnevno zmanjšala. Našo predpostavko še dodatno podkrepijo 
meritve drugega provnetnega citokina IL-8, katerega količina v krvi se je med nočno izmeno 
celo zniževala ne le zmanjšala. Med dnevno izmeno in prostim dnevom pa so se vrednosti IL-8 
zviševale (Preglednica XI), kar nam ponovno nakazuje, da so reševalci tekom nočne izmene v 
primerjavi z dnevno poleg stalno prisotnih stresorjev izpostavljeni še dodatnim akutnim 
stresorjem. Rezultati provnetnih citokinov IL-6 in IL-8 se prav tako ujemajo z meritvami 
protivnetnega citokina IL-10. Ti rezultati še dodatno podkrepijo naše zgornje trditve, da so 
reševalci tekom nočne izmene bolj podvrženi stresu, saj se je posledično zaradi prisotnosti 
akutnih stresorjev in zmanjšanja IL-6 in IL-8 med nočno izmeno IL-10 poveča. Nasprotno se je 
med dnevno izmeno in prostim dnevom koncentracija IL-10 zmanjša, kar pomeni, da so takrat 
reševalci izpostavljeni le stalno prisotnim stresorjem (Preglednica XI). 
Na podlagi zgoraj opisanih rezultatov lahko trdimo, da so reševalci tekom nočne izmene bolj 
podvrženi stresu kot med dnevno izmeno in med prostim dnevom, saj so poleg stalno prisotnih 
stresorjev (poklicnih ali drugih) še dodatno izpostavljeni akutnim stresorjem. Poleg tega se 
ugotovitve skladajo s sklepi predhodnih raziskav (63, 64, 65). Prav tako smo pokazali, da je za 
razumevanje mehanizma stresa in določanje izpostavljenosti le-temu smiselno meriti več 
laboratorijskih označevalcev stresa.  
Kljub temu, da smo pri nekaterih označevalcih dokazali, da obstaja razlika med nočno izmeno 
in prostim dnevom, pa pri nobenem kazalcu stresa nismo uspeli potrditi razlike med dnevno 
izmeno in prostim dnevom. Prav tako se naši rezultati se ne skladajo s ugotovitvami Wong S. I 
in sodelavcev, ki so na podlagi meritev kortizola v slini pri reševalcih potrdili statistično  
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značilno razliko dnevno izmeno in prostim dnevom (66). Ker pri nobenem laboratorijskem 
označevalcu nismo uspeli dokazati razlik med dnevno izmeno in prostim dnevom lahko 
sklepamo, da smo razlike med nočno izmeno in prostim dnevom dokazali zato, ker so reševalci 
tekom nočne izmene veliko bolj izpostavljeni stresu (utrujenost, zaspanost, manjša 
koncentracija, težji pogoji na cesti itd.). 
Kljub temu smo v primerjavi z obema delovnima izmenama pri prostem dnevu izmerili višje 
koncentracije kortizola, IL-6 ter IL-8 in nižje koncentracije IL-10, kot pričakovano (Preglednica 
XX). Obstaja več potencialnih razlogov, kateri lahko pojasnijo takšne rezultate, in sicer: 
- Ker smo vzorce reševalcev zbirali na njihov dela prost dan, ki je namenjen sprostitvi in 
regeneraciji po napornem delovniku, so le-ti to lahko doživljali kot dodatno obremenitev in 
stres.  
- Med prostim dnevom so bili reševalci bolj izpostavljeni drugim stresorjem. Andersen L v 
svojem preglednem članku pojasnjuje, da narava izmenskega dela vpliva na družbeno in 
družinsko življenje reševalcev, in sicer je konflikt dela z družino eden izmed pogostejših 
stresorjev s katerim se le-ti spopadajo v zasebnem življenju (67). 
- Zaradi kroničnih poklicnih stresorjev je pri reševalcih v primerjavi z drugimi manj stresnimi 
poklici, potreben daljši čas za regeneracijo po naporih v službi. Na čas, ki je potreben za 
regeneracijo, pomembno vplivata tudi osebno doživljanje stresa na delovnem mestu in 
občutek utrujenosti. Omenjeni dejavniki, še posebej nezadostna regeneracija in počitek po 
delu, lahko imajo vpliv na izmerjene koncentracije kazalcev stresa med prostim dnevom.  
Za boljše razumevanje vpliva naštetih razlogov na izmerjene koncentracije označevalcev med 
prostim dnevom, bi lahko v raziskavo vključili vprašalnik, kjer bi reševalci subjektivno ocenili 
njihovo izpostavljenost stresu na delovnem mestu, obremenitev zaradi zbiranja vzorcev na dela 
prosti dan ter občutek utrujenosti po opravljeni delovni izmeni in po regeneraciji med prostim 
dnevom. 
Pri VEGF-A razlike med delovnima izmenama in prostim dnevom nismo uspeli dokazati. Kot 
že prej omenjeno je lahko razlog za to premajhen vzorec (N=13) in posledično je bila tudi moč 
statističnega testa premajhna, zato bi lahko raziskavo izboljšali tako, da bi VEGF-A izmerili pri 
večjem številu vzorcev. Pri vseh skupinah (dnevna izmena, nočna izmena in prosti dan) so se 
vrednosti VEGF-A zmanjševale. Kot omenjeno v uvodu tudi provnetni citokini vplivajo na 
koncentracijo tega parametra v krvi, saj povečajo sproščanje VEGF-A iz nekaterih tkiv. Ker  
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smo zaključili, da so reševalci med delovnima izmenama in prostim dnevom izpostavljeni 
kroničnemu stresu, smo pričakovali, da se bodo zaradi vpliva provnetnih citokinov (IL-6 in IL-
8) koncentracije VEGF-A v krvi povečale, vendar temu ni bilo tako. Poleg tega vemo, da so 
zvišane vrednosti provnetnih citokinov kot je IL-6 in VEGF-A povezane z večjim tveganjem za 
razvoj CVD. Prav tako so Asberg in sodelavci dokazali zvišane vrednosti VEGF-A pri 
pacientkah, ki se zdravijo za s stresom povezanimi psihičnimi motnjami, medtem ko nekatere 
druge študije kažejo na to, da so znižane vrednosti VEGF-A povezane z zmanjšano nevrogenezo 
in nekaterimi vedenjskimi motnjami kot je depresija.  
Iz zgoraj opisanega lahko zaključimo, da zaradi majhnega vzorca ne moremo oceniti kakšni 
vpliv imata izmensko delo in daljši delovnik na izražanje VEGF-A. Prav tako ne moremo trditi, 
da so reševalci zaradi zmanjšanja koncentracije VEGF-A med delovnima izmenama in prostim 
dnevom bolj podvrženi vedenjskim motnjam. To pa zato, ker mehanizem, ki uravnava izražanje 
VEGF-A v stresnih razmerah in njegova povezava z vedenjskimi motnjami, še ni v celoti 
pojasnjena (40, 41, 42). 
 
Razliko v izpostavljenosti kroničnemu stresu pri reševalcih v primerjavi z ostalo zdravo 
populacijo smo določali tako, da smo mediane naših meritev kortizola, IL-6, IL-8 in IL-10 
primerjali z medianami ostale populacije. Srednje vrednosti za ostalo zdravo populacijo smo 
pridobili iz literature. Ampak ima tak pristop tudi določene omejitve, in sicer se moramo 
zavedati, da so srednje vrednosti in meje referenčnih območij odvisne od izbire populacije, 
analitske metode, predanalitske faze in biološke variabilnosti (68). Da bi se izognili vplivu 
omenjenih dejavnikov, bi morali v raziskavo vključiti kontrolno skupino zdravih prostovoljcev, 
ki ne opravljajo nujne medicinske dejavnosti ter slediti enakemu protokolu zbiranja in analize 
vzorcev kot pri reševalcih. Prav teko se moramo zavedati, da so lahko na izmerjene vrednosti 
označevalcev vplivali tudi drugi dejavniki kot so zdravstveno stanje in življenjske navade 
(kajenje, žvečenje tobaka, fizična aktivnost in drugi). Čeprav smo z izključitvijo izstopajočih in 
ekstremnih vrednosti poskušali zmanjšati vpliv omenjenih dejavnikov, so lahko ti pri reševalcih 
prisotni v večji meri kot pri ostali navidezno zdravi populaciji, zato bi lahko raziskavo izboljšali 
z vključitvijo vprašalnika o omenjenih dejavnikih, saj bi tako boljše razumeli vpliv le-teh na 
naše rezultate.  
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Nad zgornjo referenčno mejo referenčnega območja je bilo 41 % vseh meritev jutranjega 
kortizola in 3 % meritev večernega kortizola. Pod spodnjo referenčno mejo ni nahaja nobena 
meritev jutranjega kortizola, medtem ko se je pod le-to nahajalo 16 % vseh meritev nočnega 
kortizola. Poleg tega smo dokazali, da se vrednosti kortizola tako pri jutranjem kot pri nočnem 
kortizolu statistično značilno razlikujejo od tistih pri ostali zdravi populaciji, in sicer so bile 
koncentracije jutranjega kortizola pri reševalcih v primerjavi z ostalo populacijo višje, medtem 
ko so bile pri večernem kortizolu nižje. V uvodnem delu smo opisali, da na sproščanje kortizola 
čez dan vpliva cirkadiani ritem in ura bujenja (glej poglavje 1.5.1), in sicer so koncentracije na 
začetku dneva višje od tistih ob koncu dneva (4). Hung E. W in sodelavci so pri zdravnikih 
(N=1000) raziskovali vpliv izmenskega dela na dnevno sproščanje kortizola (1 letna 
longitudinalna študija). Pokazali so, da so se pri izmenskih delavcih v povprečju čez dan 
sproščale večje količine kortizola kot pri tistih, ki opravljajo le dnevne izmene. Poleg tega so 
dokazali, da se vrednosti jutranjega kortizola statistično razlikujejo med zdravniki, ki opravljajo 
nočne izmene in tistimi, ki opravljajo dnevne izmene, in sicer so pri zdravnikih, kateri opravljajo 
delo ponoči izmerili višje koncentracije. Čeprav so bile povprečne koncentracije nočnega 
kortizola nižje pri zdravnikih, ki opravljajo izmensko delo, statistično značilne razlike z 
zdravniki, ki opravljajo le dnevne izmeni, niso uspeli dokazati. Tudi Manenschijn in sodelavci 
so dokazali, da se pri izmenskih delavcih v povprečju čez dan sproščajo večje količine kortizola, 
še posebej pri mlajših udeležencih. Nasprotne rezultate so dobili Copertaro A. in sodelavci, ki 
pri medicinskih sestrah in bratih povezave med izmenskim delom in cirkadianim ritmom 
kortizola niso dokazali, vendar so le-ti v raziskavo vključili manj ljudi kot Hung E. W in 
sodelavci (za več informacij glej vir 69) (69, 70).  
Na podlagi naših rezultatov lahko zaključimo, da izmensko delo vpliva na koncentracijo 
jutranjega in nočnega kortizola. Prav tako lahko zaključimo, da so reševalci v primerjavi z ostalo 
zdravo populacijo bolj izpostavljeni stresu. 
Mehanizem, ki povezuje kronični stres z razvojem bolezenskih stanje je, stalno prisotno 
nizkostopenjsko vnetje. Za slednjega so značilne povišane vrednosti provnetnih in znižane 
vrednosti protivnetnih citokinov (11). Da bi ocenili izpostavljenost reševalcev kroničnemu 
stresu in posledično povečano tveganje za razvoj različnih bolezenskih stanj, smo mediane naših 
meritev citokinov primerjali z medianami ostale zdrave populacije.  
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Vse meritve provnetnih citokinov IL-6 in IL-8 so se nahajale pod zgornjo referenčno mejo, 
medtem ko so je zanemarljiv 1 % meritev IL-10 nahajal nad absolutno kritično mejo. Pri 
reševalcih so bile koncentracije IL-6 in IL-10 v primerjavi z ostalo zdravo populacijo nižje, 
medtem ko so bile koncentracije IL-8 višje. Naši rezultati IL-6 se ne skladajo ugotovitvami 
Amano H. in sodelavcev, ki so pri izmenskih delavcih izmerili povišane koncentracije tega 
označevalca v krvi (71).  
Na podlagi meritev citokinov lahko sklepamo, da so reševalci kljub nižjim vrednostim IL-6, bolj 
izpostavljeni kroničnemu stresu kot ostala zdrava populacija, saj imajo reševalci v primerjavi z 
ostalo populacijo zvišane vrednosti kortizola, zato so lahko nizke koncentracije IL-6 posledica 
spoprijemanja z drugimi akutnimi stresorji. Glavni problem pri ovrednotenju ali so le-ti 
izpostavljeni akutnemu ali kroničnemu stresu je ta, da trenutno še ne poznamo kritičnih 
vrednosti citokinov, s pomočjo katerih bi lahko ločevali posamezne faze prehoda akutnega v 
kronični stresni odziv. Zaključimo lahko, da izmensko delo vpliva na imunski status in spremeni 
razmerje med celicami celičnega in humolarnega imunskega odziva.  
Kot že prej omenjeno je VEGF-A označevalec s kroničnim stresom povezanih bolezenskih 
stanj, vendar se trenutno najbolj raziskuje njegova diagnostična in prognostična vrednost pri 
rakavih obolenjih (38). Čeprav nobena meritev tega označevalca  ni bila izven referenčnega 
območja, pa na podlagi te informacije ne moremo sklepati, da imajo reševalci v primerjavi z 
ostalo zdravo populacijo manjše tveganje za razvoj s kroničnim stresom povezanih bolezenskih 
stanj. Zaključimo lahko, da je trenutno VEGF-A le potencialni laboratorijski označevalec 
kroničnega stresa in z njim povezanih bolezenskih stanj.  
Magistrska naloga  Ana Ambruš, 2021 
50 
6. SKLEP 
Kronični stres je neposredni dejavnik tveganja za razvoj različnih bolezenskih stanj, ki lahko 
pomembno vplivajo na dolžino in kvaliteto življenja. V magistrski nalogi smo raziskovali 
izpostavljenost kroničnemu stresu pri reševalci z merjenjem različnih biokemičnih 
označevalcev kroničnega stresa, in sicer kortizola, IL-6, IL-8, IL-10 in VEGF-A. Pri delu smo 
prišli do naslednjih zaključkov: 
- Za določanje izpostavljenosti stresu je smiselno meriti več klasičnih biokemičnih 
označevalcev kroničnega stresa, saj lahko samo tako ločimo akutni stresni odziv od 
kroničnega. 
- Pri kortizolu, IL-8 in IL-10 smo dokazali, da obstaja statistično značilna razlika med dnevno 
izmeno, nočno izmeno ali prostim dnevom, medtem ko za IL-6 in VEGF-A to ne velja. 
Pokazali smo, da so reševalci med dnevno in nočno izmeno različno izpostavljeni 
kroničnemu stresu, in sicer so le-temu bolj izpostavljeni med nočno izmeno. Prav smo 
dokazali, da so reševalci stresu bolj izpostavljeni v nočni izmeni kot med prostim dnevom, 
medtem ko razlik med dnevno izmeno in prostim dnevom nismo mogli dokazati. 
- Reševalci so v primerjavi z ostalo zdravo populacijo bolj izpostavljeni kroničnemu stresu, 
saj imajo značilno višje vrednosti kortizola in porušeno citokinsko ravnovesje, zato imajo 
večje tveganje za razvoj s stresom povezanih bolezenskih stanj. 
- Naši rezultati nakazujejo na to, da izmensko delo in daljši delovnik vplivata na cirkadiani 
ritem kortizola in povečata njegovo izločanje iz nadledvične žleze čez dan. 
- VEGF-A je potencialni laboratorijski označevalec kroničnega stresa in z njim povezanih 
bolezenskih stanj. Kljub temu vpliva izmenskega dela na njegovo izražanje nismo uspeli 
ovrednotiti, saj mehanizem, ki uravnava njegovo izražanje pod stresnimi pogoji, še ni v 
celoti pojasnjen.  
Na podlagi naših rezultatov lahko potrdimo našo prvo hipotezo, da so reševalci stresu različno 
izpostavljeni med dnevno izmeno, nočno izmeno ali dela prostim dnevom, potrdimo. Prav tako 
lahko potrdimo drugo delovno hipotezo, saj so reševalci v primerjavi s primerljivo populacijo 
bolj izpostavljeni kroničnemu stresu. 
Našo raziskavo bi lahko izboljšali tako, da bi: 
- VEGF-A izmerili pri več reševalcih in tako povečali statistično moč naših testov.  
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- Vanjo vključili vprašalnik, s pomočjo katerega bi lažje določili dejavnike, ki vplivajo na 
izmerjene vrednosti kot so zdravstveno stanje, življenjske navade, subjektivno doživljanje 
poklicnega stresa in drugi. 
- Vključili zdrave prostovoljce, ki opravljajo manj stresne službe ter izmerjene vrednosti 
primerjali s meritvami laboratorijskih označevalcev pri reševalcih. 
Naši rezultati in zaključki spodbujajo k nadaljnjim raziskavam na tem področju, in sicer k:  
- Določitvi kritičnih vrednosti kortizola in citokinov na podlagi katerih bi lahko boljše 
ločevali faze prehoda akutnega v kronični stresni odziv. 
- Dodatnim raziskavam povezave med izmenskim delom, kroničnim stresom in imunskim 
statusom. Slednji je med drugim pomemben tudi pri strategiji cepljenja, kar pomeni, da bi 
lahko bila ta drugačna pri posameznikih, ki opravljajo izmensko delo. 
- Raziskovanju mehanizma, ki uravnava izražanje VEGF-A v stresnih razmerah in njegova 
povezava z vedenjskimi motnjami.   
Magistrska naloga  Ana Ambruš, 2021 
52 
7. LITERATURA 
(1) Anisman H, Merali Z: “Understanding stress: characteristics and caveats.” Alcohol research & health 1999; 23 
(4): 241 – 9. 
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8. PRILOGE 
Priloga I: Navodilo za odvzem in shranjevanje vzorcev za druge zdravstvene ustanove.  
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Priloga II: Shema mikrotiterske plošče za nanos vzorcev, standardov in slepega vzorca. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A B* ST4 VZ*** 1 VZ 9 VZ 17 VZ 25 VZ 33 VZ 41 VZ 49 VZ 57 VZ 65 VZ 73 
B B ST4 VZ 2 VZ 10 VZ 18 VZ 26 VZ 34 VZ 42 VZ 50 VZ 58 VZ 66 VZ 74 
C ST**7 ST3 VZ 3 VZ 11 VZ 19 VZ 27 VZ 35 VZ 43 VZ 51 VZ 59 VZ 67 VZ 75 
D ST7 ST3 VZ 4 VZ 12 VZ 20 VZ 28 VZ 36 VZ 44 VZ 52 VZ 60 VZ 68 VZ 76 
E ST6 ST2 VZ 5 VZ 13 VZ 21 VZ 29 VZ 37 VZ 45 VZ 53 VZ 61 VZ 69 VZ 77 
F ST6 ST2 VZ 6 VZ 14 VZ 22 VZ 30 VZ 38 VZ 46 VZ 54 VZ 62 VZ 70 VZ 78 
G ST5 ST1 VZ 7 VZ 15 VZ 23 VZ 31 VZ 39 VZ 47 VZ 55 VZ 63 VZ 71 VZ 79 
H ST5 ST1 VZ 8 VZ 16 VZ 24 VZ 32 VZ 40 VZ 48 VZ 56 VZ 64 VZ 72 VZ 80 
*     B = slepi vzorec (angl. Blank) 
**   ST = standard (ST1 – ST7) 
*** Vz = preiskovan vzorec 
